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CAGL Concentración de ácido gálico liberado 
CP Concentración de proteínas 
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EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
et al. Et alii (y otros) 
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GoTaqDNA 
polimerasa 
DNA polimerasa obtenida de Thermus aquaticus. Enzima encargada de 
construir nuevas cadenas de DNA 
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HCl Ácido clorhídrico 
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Aspergillus niger GH1 
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quimérico 
KOH Hidróxido de potasio 
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Las tanasas o tanin acil-hidrolasas (EC 3.1.1.20), son enzimas con potencial 
biotecnológico. En el presente trabajo, se describen las secuencias nucleotídica y 
aminoacídica de la tanasa de Aspergillus niger GH1. Además, se construyerón cepas 
recombinantes de Pichia pastoriscapaces de producir y secretar la enzima, y la tanasa 
producida fue caracterizada bioquímicamente. La secuencia nucleotídica que codifica 
para la tanasa madura tuvo un tamaño de 1686 pb, y codifica para una proteína de 562 
aminoacidos.Un modelo molecular de la proteína madura de la tanasa de A. niger GH1 
mostró la prescencia de dos dominios estructurales, uno de ellos con un plegamiento 
α/β-hidrolasay un dominio de tapa que cubre el sitio catalítico, siendo probable que los 
residuos Ser-196, Asp-448, e His-494 conformen la triada catalítica, la cual está 
conectada por medio de un puente disulfuro entre las cisteínas vecinas, Cys-195 y Cys-
495. Un cultivo a nivel matraz de 120 mL con una cepa recombinante de P. pastoris 
construida mostró una actividad de tanasa extracelular a las 48 h de inducción de 0.57 
U/mL. La tanasa producida fue N-glicosilada, consistió de dos subunidades, 
probablemente unidas por un puente disulfuro y presentó un pH óptimo de 5.0, y una 
temperatura óptima de 20ºC. Estas propiedades bioquímicas difieren de las propiedades 
de la tanasa nativa de A. niger GH1. La tanasa recombinante podría ser adecuada para 








Tannin acyl hydrolases, or tannases (EC 3.1.1.20), are enzymes with potential 
biotechnological applications. In this work, we describe thegene and amino acid 
sequences of the tannase from Aspergillus niger GH1. In addition, we engineered Pichia 
pastoris strains to produce and secrete the enzyme, and the produced tannasewas 
characterized biochemically. The nucleotide sequence of mature tannase had a length of 
1686 bp, and encodes a protein of 562 amino acids. A molecular model of mature 
A.niger GH1 tannase showed the presence of two structural domains, one with anα/β-
hydrolase fold and one lid domain that coversthe catalytic site, likely being residues Ser-
196, Asp-448, and His-494 the putative catalytic triad, which are connected by a 
disulfide bond between the neighboring cysteines, Cys-195 and Cys-495. A 120 mL 
shake flask culture with a constructed recombinant P. pastoris strain showed 
extracellular tannase activity at 48 h induction of 0.57 U/mL. The produced tannase was 
N-glycosylated, consisted of two subunits, likely linked by a disulfide bond, and had an 
optimum pH of 5.0 and optimum temperature of 20°C. These biochemical properties 
differed from those of native A. niger GH1 tannase. The recombinant tannase could be 









El empleo de enzimas en el procesado de alimentos y bebidas es una práctica 
ampliamente extendida en la industria alimenticia. La producción de enzimas 
recombinantes a través de procesos controlados garantiza una mejor calidad de estas 
enzimas a diferencia de su obtención de sus fuentes naturales donde la materia prima 
varía de lote a lote. Por otro lado, la producción de enzimas a partir de los 
microorganismos nativos generalmente se enfrenta a la problemática de bajos niveles de 
producción y alto grado de contaminación, por lo cual la vía de producción de proteínas 
recombinantes es cada vez una alternativa más adecuada para tener productos 
enzimáticos con un alto grado de homogeneidad. Proteínas que antes se creía imposible 
su producción por su difícil recuperación y fácil contaminación con otras proteínas de su 
fuente de origen, se pueden actualmente producir como proteínas recombinantes. Los 
avances de la ingeniería genética junto con la tecnología del DNA recombinante han 
permitido producir proteínas de forma recombinante en mayor cantidad, estabilidad y 
pureza que de su fuente natural, sin pasar desapercibido su costo económicamente 
accesible. Las tanasas catalizan la reacción de hidrólisis de enlaces éster presentes en 
galotaninos, taninos y ésteres del ácido gálico. Estas enzimas son utilizadas en el 
procesado de alimentos y bebidas, así como en la industria farmacéutica y química. Sin 
embargo, su uso práctico aún es muy limitado debido al escaso conocimiento que se 
tiene sobre esta enzima ocasionado por la complejidad de los procesos de producción y 
purificación que actualmente giran en torno a la misma. La mayor aplicación comercial 
de esta enzima se encuentra en la fabricación de té instantáneo y en la producción de 
ácido gálico. El ácido gálico es un intermediario clave en la síntesis del trimetoprim, un 
antibactericida importante, y como substrato para la síntesis enzimática de galato de 
propilo, un potente antioxidante. Actualmente la principal aplicación de los organismos 
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recombinantes es la producción de proteínas, ya que muchas de éstas poseen gran valor 
comercial. En consecuencia, muchas de las investigaciones se han enfocado en la 
producción de proteínas recombinantes biológicamente activas de forma económica y 
sencilla. El sistema de expresión de Pichia pastoris ofrece una alternativa de producción 
a gran escala de enzimas recombinantes, debido a los altos niveles de producción y 
secreción que caracterizan a esta levadura. Dicho sistema de expresión combina muchas 
de las ventajas de los sistemas de expresión de los organismos superiores, con una 
sencilla y menos costosa manipulación con fines biotecnológicos que otros sistemas de 
expresión de eucariotes superiores, lo que ha generado un incremento en el uso de esta 
levadura para producir proteínas recombinantes. Además, generalmente con P. pastoris 
se obtienen altos niveles de expresión.En el presente trabajo se propuso la producción de 
una tanasa identificada en la cepa GH1 de Aspergillus niger, aislada del suelo de la 
región semidesértica del estado de Coahuila, con el fin de tener una fuente de esta 
enzima de importancia en la industria alimenticia. La tanasa de A. niger GH1 ha 
mostrado tener la mayor actividad a condiciones extremas de pH y temperatura. Estas 
propiedades junto con su alta actividad específica y la alta afinidad que presenta hacia el 
ácido tánico hacen a la tanasa de A. niger GH1 una candidata potencial para ser 
producida en grandes cantidades para su posterior uso en aplicaciones industriales. La 
producción de la forma recombinante en P. pastoris ofrece una alternativa de producción 
debido a los altos niveles de producción y secreción que se obtienen con esta levadura. 
En el presente trabajo, se obtuvo la secuencia de la tanasa de A. niger GH1 con la que se 
construyó un modelo molecular y se analizaron aspectos estructurales y funcionales de 
dicha tanasa. Además, se construyeron cepas recombinantes de P. pastoris productoras 
de la tanasa de A. niger GH1 mediante el uso de un gen sintético con codones 
preferenciales de P. pastoris. Mediante ensayos de actividad enzimática de tanasa y 
análisis de SDS-PAGE en condiciones reductoras se demostró que la tanasa de A. niger 
GH1 se produce en P. pastoris y se secreta al medio de cutivo como una proteína 
bicatenaria funcionalmente activa. La tanasa recombinante producida fue caracterizada 
bioquímicamente a través de la evaluación del efecto del pH y temperatura en su 
actividad enzimática, así como la estabilidad de la enzima a 4 y 30°C, la actividad 







Debido a las múltiples aplicaciones potenciales de las tanasas y al escaso 
conocimiento sobre las mismas, en la actualidad existe una constante búsqueda de 
nuevas fuentes de estas enzimas con propiedades más deseables, tales como mayor 
estabilidad, mayor capacidad catalítica y bajo costo de producción. Una alternativa de 
producción a gran escala de una tanasa es la producción de una forma recombinante 
biológicamente activa.  
La tanasa de A. niger GH1 ha mostrado tener la mayor actividad a condiciones 
extremas de pH y temperatura. Estas propiedad junto con su alta actividad específica y la 
alta afinidad que presenta hacia el ácido tánico, hacen a la tanasa de A. niger GH1 una 
candidata potencial para ser producida en grandes cantidades para su posterior uso en 
aplicaciones industriales. 
La producción de una tanasa de forma recombinante en la levadura Pichia 
pastoris ofrece una alternativa de producción a gran escala de dicha enzima, debido a los 
altos niveles de producción y secreción que normalmente se obtienen con esta levadura, 
a su fácil manipulación genética y la posibilidad de efectuar cultivos a escala de 








La secuencia aminoacídica de la tanasa de A. niger GH1 aportará información 
estructural y funcional de dicha enzima. Además, un gen sintético portando codones 
preferenciales para P. pastoris, diseñado usando la secuencia aminoacídica de la 








4.1 Objetivo general 
Determinar la secuencia de la tanasa de la cepa GH1 de A. niger, producir la enzima en 





4.2 Objetivos específicos 
1. Determinar la secuencia nucleotídica y aminoacídica de la tanasa nativa de A. niger 
GH1. 
 
2. Diseñar y construir un gen sintético que codifique para la tanasa de A. niger GH1. 
 
3. Clonar el gen sintético que codifica para la tanasa de A. niger GH1 en un vector del 
sistema de expresión de P. pastoris. 
 
4. Construir cepas recombinantes de P. pastoris portadoras del gen sintético capaces 
de producir y secretar la tanasa de A. niger GH1.  
 














Los taninos son compuestos polifenólicos de distintos pesos moleculares y están 
presentes de manera natural en el reino vegetal. Estos compuestos fenólicos difieren de 
otros por tener la habilidad para precipitar proteínas de las soluciones. En el reino 
vegetal estos taninos se encuentran en hojas, corteza y madera. Los taninos son 
considerados como metabolitos secundarios debido a que no juegan un papel directo en 
el metabolismo de la planta. Después de la lignina, los taninos son el segundo grupo más 
abundante de fenoles en las plantas. Las grandes cantidades de grupos hidroxil-fenólicos 
permite a los taninos formar complejos con las proteínas y en menor medida con otras 
macromoléculas como la celulosa y la pectina (Mueller-Harvey et al., 1987., Lehka and 
lonsane 1997; Aguilar y Gutiérrez-Sanchez 2001). También los taninos son el cuarto 
grupo constitutivo más abundante después de la celulosa, hemicelulosa y 
lignina.Después de la lignina, los taninos son el grupo más abundante de compuestos 
fenólicos en plantas, y tienen un papel importante en la inmunidad de las plantas, por lo 
que las protege de los ataques microbianos (Aguilar et al., 2001). Los taninos son 
divididos en cuatro grupos principales: galotaninos, elagitaninos, taninos condensados y 
taninos complejos. Los galotaninos son caracterizados por la presencia de distintas 
moléculas de ácidos orgánicos como el ácido gálico, digálico y los ácidos quebúlicos, 
esterificados con una molécula de glucosa. Los elagitaninos están constituidos por 
bloques de unidades de ácido elágico unidos a glucósidos. También han sido 
consideradas como elagitaninos a moléculas con un núcleo de ácido quínico en lugar de 
glucosa. Para mantener esta capacidad de unión, los galotaninos y elagitaninos pueden 
tener más de dos unidades constituyentes de ácidos esterificadas al núcleo de glucosa. 
Los galotaninos pueden ser fácilmente hidrolizados bajo condiciones levemente ácidas o 
alcalinas, también ya sea en agua caliente o enzimáticamente (López-Ríos et al., 1984). 
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Los elagitaninos son más estables que los galotaninos. Los taninos condensados son 
compuestos complejos hechos de bloques de construcción de flavonoides usualmente de 
2-50 que no son considerados como fácilmente hidrolizables (Ramírez-Coronel et al., 
2004). Entre los mayores constituyentes son los derivados de catequinas, como la 
cianidina y delfinidina, las cuales son responsables de las pruebas de astringencia de 
frutas y vinos (Sánchez., 2001). El efecto negativo de los taninos se relaciona no sólo 
con problemas de su sabor, sino también para nutrición animal debido a la capacidad 
conocida de los taninos de unirse a macromoléculas, haciéndolas por lo tanto 
indigeribles (Mendez 1984; Goel et al., 2005). Esto resulta en la formación de complejos 
estables con enzimas y minerales requeridos por microorganismos ruminales (Goel et 
al., 2007). El sabor amargotambién es la razón por la cual el consumo de alimento se 
reduce. Sin embargo, bajas concentraciones de taninos en alimentación se ha mostrado 
que resultan en un incremento en la asimilación de nitrógeno en rumiantes representando 
velocidades más altas de crecimiento y de producción de leche (Nip y Burns., 1969). Los 
taninos complejos pueden ser generados a través de reacciones entre el ácido gálico o 
ácido elágico con catequinas o glucósidos.Los taninos tienen distintas actividades 
biológicas importantes, como lo es el mecanismo de defensa contra enfermedades 
causadas por hongos, bacterias y virus. El sabor amargo que provocan los taninos ayuda 
a proteger a las plantas del ataque de los insectos y los herbívoros. Los principios activos 
de plantas medicinales amenudo están relacionados con compuestos polifenólicos.Desde 
tiempos antiguos, extractos de plantas ricos en taninos (té) han sido usados como 
medicina tradicional en China y Japón para prevenir la diarrea, sepsis, inflamación, 
hemorragia, y cáncer o bien como diuréticos (Chowdhury et al., 2004). Los taninos 
fenólicos son también eficientes agentes quelantes de iones metálicos, por lo que son 
usados en el tratamiento por envenenamiento causado por metales pesados. Debido a su 
fuerte capacidad de unirse con proteínas, también han sido usados por cientos de años 
para el curtido (Aguilar et al., 2007). El incremento de las cantidades de ácido tánico en 
el suelo tiene varios efectos perjudiciales en el desarrollo de la planta, que repercute en 
baja producción de cosechas. Los taninos también causan varios problemas nutricionales 
y de procesamiento como indigestibilidad, inhibición de reacciones enzimáticas y 
procesos microbianos escenciales como los necesarios para la elaboración de cerveza. 
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Por lo tanto, altas concentraciones de taninos disminuyen el consumo voluntario de 
alimentos, la eficiencia en la digestión y la productividad animal. (Joseph y Abolaji., 
1997). Nip y Burns en 1969, reportaron que una baja concentración de taninos en los 
alimentos resulta en un incremento en la asimilación de nitrógeno en los organismos 
rumiantes, lo que impacta en tasas de crecimiento mayores y en la producción de leche. 
Adicionalmente, taninos en la dieta han sido implicados en el desarrollo de algunas 
formas de cáncer (Korpassy., 1961). 
 
5.2. Enzimas 
Las enzimas son proteínas que actúan como catalizadores biológicos, llevan a cabo 
reacciones bioquímicas a altas velocidades, no se consumen durante la reacción y en 
general presentan un elevado grado de especificidad. La fuente de obtención de las 
enzimas puede ser a partir de diferentes extractos de origen vegetal, animal o 
microbiano, siendo este último la fuente más importante. El estudio de enzimas en el 
campo de los alimentos es de primordial interés debido a que son responsables de 
algunos cambios químicos que sufren los alimentos, cambios que pueden resultar 
beneficios o perjudiciales. 
 
5.3. Las tanasas 
Las enzimas tanasas o tanin acil hidrolasas (TAH), son hidrolasas (E.C.3.1.1.20) que 
catalizan la reacción de hidrólisis de enlaces éster de taninos hidrolizables y el ácido 
gálico (Lekha y Lonsane, 1997), produciendo nueve moléculas de ácido gálico y una de 
glucosa (Yamada et al., 1968). Las TAH también catalizan la hidrólisis de enlaces 
ésteres presentes en galotaninos, elagitaninos y  taninos complejos (Field y Lettinga., 
1992; Bhat et al., 1998). Las tanasas son hidrolasas intracelulares/extracelulares 
inducibles en la naturaleza y se encuentran ubicadas en la superfamilia de las esterasas 
(Aguilar et al., 2007; Banerjee y Mahapatra, 2012). 
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5.4. Mecanismo de acción de las tanasas 
Las tanasas actúa sobre los taninos hidrolizando los enlaces tipo éster formados entre los 
grupos galoil y polihidroxialcoholes o la unión entre dos grupos galoil (Aguilar y 
Gutiérrez-Sánchez, 2001; Kasieczka-Burnecka et al., 2007). Las TAH catalizan la 
hidrólisis completa del ácido tánico a ácido gálico y glucosa. Los intermediarios en la 
reacción son la 1,2,3,4,6-pentagaloilglucosa, 2,3,4,6-tetragaloilglucosa, y dos tipos de 
monogaloilglucosa (Iibuchi et al 1972; Lekha y Lonsane, 1997). En la Figura 1 se 
muestra la representación esquemática de la hidrólisis de los taninos hidrolizables por 
las tanasa.  
 
 















































5.5. Características moleculares y bioquímicas de las tanasas 
5.5.1. Masa molecular de las tanasas 
Las propiedades de las tanasas suelen ser diversas dependiendo del organismo 
productor. La masa molecular de algunas tanasas bacterianas están en un intervalo de 
46.5-320 kDa (Skene y Brooker., 1995; Iwamoto et al., 2008; Sivashanmugam y 
Jayaraman., 2011; Jana et al., 2013; Boer et al., 2009) y tienen forma monomérica en la 
naturaleza. Mientras que las tanasas de Rhodococcus sp.y Lactobacillus plantarum han 
sido reportadas como proteínas de dos subunidades (Nadaf y Ghosh, 2011; Wu et al., 
2013). Beniwal et al., en 2013 reportó una tanasa de bajo peso molecular (31 kDa) de 
Enterobacter cloacae. Hasta la fecha, las tanasas caracterizadas de hongos y levaduras 
son glicoproteínas, mientras que las tanasas bacterianas parecen no presentar este tipo de 
modificaciones postraduccionales. Adicionalmente se han encontrado diferencias 
significativas en la glicosilación entre las tanasas producidas por el mismo 
microorganismo en diferentes sistemas de cultivo (Renovato et al., 2011). Hatamoto et 
al., en 1996 reportó la secuencia codificante de la tanasa de Aspergillus oryzae, y reportó 
que dicha secuencia no tiene intrones y codifica para una secuencia aminoacídica de 588 
aminoácidos con una secuencia señal de 18 aminoácidos y un peso molecular 
aproximado de 64 kDa. Dicha tanasa consistió de dos subunidades con masas 
moleculares de 30 y 33 kDa unidas por medio de un puente disulfuro. Dichos autores 
propusieron que la secuencia codificante se traduce como una cadena polipeptídica, 
posteriormente se remueven los 18 aminoácidos de la secuencia señal y la cadena 
polipeptídica se corta por medio de una proteasa tipo Kex2 en dos cadenas 
polipeptídicas (Figura 2). 
 
5.5.2. pH y temperatura óptimos de las tanasas 
Muchas tanasas reportadas tienen una temperatura óptima de actividad entre 30-40ºC, 
pero en algunos casos se ha reportado una temperatura óptima de 20ºC (Kasieczka-
Burnecka et al., 2007) ó 70ºC (Ramírez-Coronel et al., 2003; Battestin y Macedo, 2007). 
En el caso del pH óptimo, su actividad máxima se presenta a valores de pH ácido (4.3-
6.5), y en muchos de los casos son estables en un amplio intervalo de pH (3.0-7.0) 
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Figura 2. Modelo de las modificaciónes postraduccionales de la tanasa de A. oryzae. 
 
5.5.3. Estructura de las tanasas 
Recentemente se ha reportado la estructura tridimensional de la tanasa de L. plantarum 
(Ren et al., 2013; Matoba et al., 2013) mostrando que esta tanasa consiste en dos 
diferentes dominios estructurales, uno de ellos con un plegamiento de α/β-hidrolasa y 
otro denominado como dominio de tapa (Matoba et al., 2013). El sitio activo de esta 
tanasa fue encontrado en el dominio de α/β-hidrolasa en el cual fueron identificados tres 
residuos de aminoácidos (Ser-163, Asp-419, e His-451) como la triada catalítica. La 
tanasa de L. plantarum tiene 18 α-helices, 13 cadenas β. (Ren et al., 2013). Sin embargo, 
la secuencia de aminoácidos de la tanasa de L.plantarum tiene una baja identidad con las 
tanasas fúngicas (alrededor del 20%). Además, según la base de datos Pfam, la tanasa 
L.plantarum no tiene el dominio funcional de tanasa de la familia Tanasa PF07519 que 
presentan otras tanasas fúngicas. Por lo tanto, de acuerdo con Pfam, la tanasa de 
L.plantarum no está clasificada dentro de una familia de proteínas. Por otro lado, la base 
Gen de Tanasa 
Transcripción y traducción
S-S
Procesamiento del péptido señal
Formación de puentes disulfuro y 










de datos de la Superfamilias de anotaciones estructurales y funcionales para todas las 
proteínas y genomas clasifica a la tanasa de L. plantarum y la de A.niger dentro de la 
misma superfamilia SCOP (α/β-hidrolasas, SCOP53474), pero en diferentes familias 
SCOP: similar a acetilcolinesterasa (SCOP 53475) para la tanasa de L. plantarum y 
proteína hipotética TT1662 (SCOP 102616) para la tanasa de A.niger. Por lo tanto, a 
pesar que estas dos tanasas comparten la misma función, se consideran como dos 
proteínas muy diferentes y se clasifican en diferentes familias, por lo que la estructura 
tridimensional de las tanasas fúngicas pudiera ser diferente a la estructura tridimensional 
reportada para la tanasa de L. plantarum. 
 
5.6. Aplicaciones de la tanasa y usos potenciales 
Se han descrito muchas aplicaciones de las tanasas. La tanasa de Aspergillus flavus 
reduce dramáticamente la formación de neblina en la cerveza después del 
almacenamiento debido a que hidroliza los compuestos fenólicos del mosto que 
normalmente forman complejos con otros compuestos de la cerveza generando turbidez 
(Giovanelli.,1989). Al principio el vino era tratado químicamente para remover los 
compuestos fenólicos no deseados. Actualmente se emplean tanasas para hidrolizar el 
ácido clorogénico a ácido caféico y ácido quínico, los cuales influyen en el sabor del 
vino favorablemente (Chae et al., 1983). Incluso el jugo de frutas está siendo tratado con 
una mezcla de lactasa y tanasa para estabilizar y clarificar el producto (Canterelli et al., 
1989). El ácido gálico es uno de los productos liberados tras la hidrólisis del ácido tánico 
por acción de una tanasa (Iibuchi et al., 1972). El ácido gálico ha sido sintetizado 
químicamente, pero esta síntesis química es conocida por ser un proceso muy costoso y 
no siempre efectivo. Este compuesto se usacomo un intermediario sintético para la 
producción de pirogalol y ésteres de ácido gálico. Hoy en día el ácido gálico se usa 
principalmente para la síntesis de trimetroprim, así como para la producción de 
propilgalato, el cual se usa como agente antioxidante en grasas y aceites (Weetal., 1985). 
El ácido gálico actúa como agente antiapoptótico, y ayuda a las células humanas contra 
el daño oxidativo. También puede ser usado en la fabricación de tintas para escritura, y 
en el revelado de fotografías (Purohit et al., 2006). El pirogalol (producto metabólico 
final del ácido gálico) también tiene diversas aplicaciones industriales para la tinción del 
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cuero, piel, y colorantes para cabello (Zeida et al., 1998). La tanasa también se usa en la 
preparación de sondas analíticas para la determinación de estructuras de naturaleza de 
ésteres de ácido gálico que ocurren de manera natural, para detectar células 
cancerígenas, en el tratamiento del aceite oliva, y en la industria de la piel para tratar 
desechos efluentes con alto contenido de taninos (Belmares et al., 2004, Noguchi et al., 
2007; Das Mohapatra et al., 2009). 
 
5.7. Fuentes de tanasa 
Las tanasas se encuentran en vegetales ricos en taninos, principalmente en sus frutos, 
hojas, ramas y raíces (Madhavakrishna et al., 1960; Pourrat, et al., 1985; Lekha y 
Losane, 1997). Las TAH también se encuentran en animales, ya que puede ser extraída 
de la mucosa rumiante del intestino bovino (Begovic y Duzic, 1976). Se ha reportado 
que en algunos insectos se produce la enzima durante la etapa larvaria (Nierenstein, 
1930). Sin embargo, las tanasas se obtienen principalmente de microorganismos ya que 
suelen ser más estables que sus análogas obtenidas de otras fuentes (Ayed y Hamdi, 
2002; Nishitani y Osawa, 2003; Lekha y Losane, 1997). Además, los microorganismos 
pueden producir enzimas en grandes cantidades en forma constante y ser sometidos a 
técnicas de cultivo o bien a manipulación genética, dando como resultado un incremento 
en los títulos de actividad de esta enzima. Aunque se han descrito tanasas en algunas 
bacterias, tales como Bacillus, Corynebacterium, Klebsiella (Deschamps et al., 1983), 
Streptococcus bovis y Selenomonas ruminantium (Belmares et al., 2004), los 
microorganismos más estudiados para la producción de tanasas son los hongos 
filamentosos, entre ellos se encuentran Ascochyta, Aspergillus, Chaetomium, Mucor, 
Myrothecium, Neurospora, Rhizopus, Tricothecium, Penicillium (Lekha y Lonsane, 
1997), Fusarium y Trichoderma (Bajpai y Patil, 1997). Hasta ahora, dos sistemas de 
fermentación son usados para la producción de tanasa que son la fermentación 
sumergida (SmF) y cultivo en soporte sólido (SSF). De todos estos hongos, el más 
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5.8. Producción de la tanasa 
La tanasa puede ser extraída de fuentes microbianas, animales y vegetales, pero las más 
comúnmente usadas y las producidas industrialmente provienen de microorganismos, ya 
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que éstos producen tanasas más estables que las enzimas extraídas por fuentes animales 
o vegetales (Lekha y Lonsane et al., 1997). A pesar de sus enormes usos y aplicaciones 
comerciales, las tanasas son comercializadas por pocas compañías. Una tanasa es 
comercializada por Biocon (India), Kikkoman (Japón), ASA specialenzyme GmbH 
(Alemania), JFC GmbH (Alemania ), Sigma-Aldrich Co. (USA), Wako Pure Chemical 
Industries, Ltd (Japón) y Novo Nordisk (Dinamarca) con diferentes unidades catalíticas 
en función de la presentación del producto. Las tanasas de Kikkoman y Biocon son 
producidos por cultivo en soporte sólido (SSC). ASA specialenzyme GmbH (Alemania) 
produce una tanasa de la levadura Arxula adeninivorans. (Aguilar et al., 2007; Aguilar y 
Gutierrez-Sanchez., 2001) 
 
5.9 Tanasa de Aspergillus niger GH1 
Recientemente, el grupo del Departamento de Investigación en Alimentos de la Facultad 
de Ciencias Químicas de la Universidad Autónoma de Coahuila ha aislado hongos 
filamentosos de suelos y de material vegetal de la región semidesértica del estado de 
Coahuila (Mata-Gómez, et al., 2009). Específicamente este grupo ha descrito a un hongo 
xerófito Aspergillus niger cepa GH1 como un excelente productor de tanasa (Cruz-
Hernández et al., 2005, Cruz-Hernández et al., 2006). A partir de este hongo, se ha 
purificado y caracterizado una tanasa que presentó actividad máxima a pH 6 y a la 
temperatura a 60ºC (Mata-Gómez et al., 2009). Además, esta enzima presentó alta 
estabilidad a pH 6.0 y 5.5 con vidas medias de 632 y 607 horas, respectivamente. En el 
intervalo de pH de 3 a 5, la tanasa probó ser significativamente estable, mostrando una 
vida media de 131 a 172 horas. A las temperaturas 50, 60 y 70ºC la vida media fue de 
281, 25 y 4 minutos, respectivamente. De entre todas las tanasas descritas, la tanasa de 
A. niger GH1 ha mostrado tener la mayor actividad a condiciones extremas de pH y 
temperatura. Todas estas propiedades junto con su alta actividad específica (238 U/mg) 
y la alta afinidad que presenta hacia el ácido tánico, hacen a la tanasa de A. niger GH1 
una candidata potencial para ser producida en grandes cantidades para su posterior uso 
en aplicaciones industriales (Mata-Gómez et al., 2009). 
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5.10. P. pastoris como hospedero para la producción de proteínas recombinantes 
En los últimos años se ha incrementado el uso de P. pastoris en sistemas de expresión 
para producir proteínas recombinantes, gracias a una serie de características favorables 
que posee dicha levadura. Como microorganismo eucariote, P. pastoris ofrece muchas 
de las ventajas de los sistemas de expresión de los organismos superiores, ya que es 
capaz de realizar modificaciones postraduccionales y generalmente conduce al 
plegamiento correcto de las proteínas. Además, su manipulación con fines 
biotecnológicos es más sencilla y menos costosa que otros sistemas de expresión de 
eucariotes superiores y generalmente se obtienen niveles de expresión más altos que en 
estos últimos (Romanos, 1995; Escamilla et al., 1999). 
P. pastoris es una levadura metilotrófica que tiene la capacidad de crecer en 
metanol como única fuente de carbono y energía, el cual es metabolizado por una ruta 
metabólica que involucra a la enzima alcohol oxidasa (AOX), la cual se sintetiza en 
grandes cantidades (hasta el 35% de las proteínas celulares) cuando se cultiva en 
metanol como única fuente de carbono (Digan et al., 1989).  
Se han desarrollado sistemas de expresión para la producción de proteínas 
recombinantes, en los cuales se introduce a P. pastoris un vector que porta el gen 
heterólogo bajo el control del promotor del gen AOX1, y por recombinación homóloga 
se integra a su genoma, siendo posible inducir la expresión de dicho gen heterólogo al 
emplear metanol como única fuente de carbono (Clare et al., 1991). 
Muchos de los vectores empleados para la producción de proteínas 
recombinantes en P. pastoris son vectores plasmídicos de integración que se 
caracterizan por tener un promotor y terminador de la transcripción del gen AOX1 de P. 
pastoris (regiones 5’AOX1 y 3’AOX1 TT, respectivamente), y una secuencia señal tal 
como la del factor alfa de Saccharomyces cerevisiae que favorece la secreción de la 
proteína recombinante al medio de cultivo. 
A pesar de que se han producido altos niveles de proteínas recombinantes en 
cultivos de P. pastoris realizados en matraces agitados, generalmente los niveles de 
producción en este tipo de cultivos son bajos en comparación con los niveles obtenidos 
en biorreactores de tanque agitado. Esto es debido fundamentalmente a que sólo es 
posible crecer el organismo a elevadas densidades celulares (> 100 g/L peso seco ó 500 
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DO600) en el ambiente controlado de un biorreactor. Especialmente para el caso de 
proteínas secretadas al medio de cultivo, la concentración de producto recombinante en 
el medio es aproximadamente proporcional a la concentración de células en el cultivo. 
Por otro lado, el nivel de transcripción del gen heterólogo a través del promotor AOX1 
puede ser 3-5 veces mayor en células de P. pastoris alimentadas con metanol a 
velocidades limitantes en comparación con células cultivadas en presencia de exceso de 
metanol. Todas las cepas empleadas para la producción de proteínas heterólogas son 
derivadas de la cepa silvestre de P. pastoris NRRL Y-11430: GS115 (his4), KM71 
(aox1, his4), PPF1 (his4, arg4), SMD1163 (his4, pep4, prB1), SMD1165 (his4, prB1), y 
SMD1168 (his4, pep4). La cepa GS115 ha sido usada por muchos investigadores, tiene 
un defecto en el gen de la histidinol deshidrogenasa (his4) lo cual le impide sintetizar 
histidina. Los plásmidos de expresión que contienen el gen HIS4 complementan el his4 
del hospedero, de modo que las transformantes se seleccionan por su habilidad de crecer 
en un medio deficiente de histidina. La reversión espontánea de GS115 al prototipo His+ 
ocurre con una frecuencia de 10-8 (Cregg et al., 1985). 
La cepa KM71 se emplea para obtener fácilmente células recombinantes que 
tienen el gen AOX1 no funcional, por lo que crecen lentamente en metanol como fuente 
de carbono y se les denomina Muts. La cepa PPF1 se emplea cuando se necesita realizar 
la transformación con dos plásmidos, mientras que las cepas SMD1168, SMD1165 y 
SMD1163 tienen interrumpidos los genes que codifican para la proteasa A (PEP4) y/o 
proteasa B (PRB1), que en algunas proteínas ha ayudado a disminuir la degradación 
proteolítica y por lo tanto aumentar la producción (Cregg et al., 1985). 
 
5.11. Síntesis de tanasa en cepas recombinantes de P. pastoris 
Hasta la fecha, sólo una tanasa proveniente de A. oryzae ha sido producida de forma 
recombinante en el sistema de expresión de P. pastoris (Yu et al., 2008; Zhong et al., 
2004) y todavía no se ha descrito su producción y comercialización a nivel industrial. 
Esta tanasa de A. oryzae ha sido producida en P. pastoris de manera extracelular (Zhong 
et al., 2004) e intracelular (Yu et al., 2008), resultando 7 U/mL después de 96 h de 
inducción para un cultivo en lote alimentado en un bioreactor de 3 L en el primer caso, y 
 18
0.96 U/mL después de 72 h de inducción en un cultivo a nivel matraz para el segundo 
caso, ambos realizados con una cepa Muts, pero no se describieron las propiedades 
bioquímicas de esta tanasa recombinante, excepto por la formación de una estructura de 
doble cadena. Las propiedades bioquímicas de una tanasa de A. oryzae producida como 
recombinante en P. pastoris de doble cadenano han sido descritas hasta hace poco 
(Mizuno et al., 2014). Estas propiedades bioquímicas fueron muy similares para la 









6.1. Cepas, plásmidos, composición de medios, reactivos químicos y enzimas 
El trabajo experimental se desarrolló en el laboratorio de Biotecnología Molecular (L5) 
perteneciente al Instituto de Biotecnología de la Facultad de Ciencias Biológicas de la 
U.A.N.L. 
La cepa KM71 de Pichia pastoris (his4), el kit de transformación Pichia 
EasyComp y el plásmido pPIC9 fueron comprados en Invitrogen Corporation (San 
Diego Ca, EUA). Los oligonucleótidos se adquirieron de Integrated DNA Technologies 
(IDT, Coralville IA). La cepa JM109 de Escherichia coli usada como hospedero de 
clonación y subclonación se obtuvieron de Promega (Madison, WI). La cepa DH5α de 
E. coli usada como hospedero de clonación pertenece al cepario del laboratorio 5 del 
Instituto de Biotecnología de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad 
Autónoma de Nuevo León. El plásmido pUC57 usado para la clonación del gen artificial 
fue obtenido de GenScript Corp. (Piscataway, NJ). El medio Luria Bertani (LB), las 
placas con medio LB y agar, el medio de Regeneración base de dextrosa (RDB), el 
medio de extracto de levadura y peptona (YPD), el medio mínimo amortiguado con 
glicerol (BMG) y el medio mínimo amortiguado con metanol (BMM) se prepararon de 
acuerdo al manual del kit de expresión de P. pastoris (Invitrogen). Para la inducción, el 
medio BMM fue suplementado con metanol 0.75%. La base nitrogenada de levaduras 
(YNB) sin aminoácidos fue comprada en Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO). La GoTaq 
DNA polimerasa, la endonucleasa de restricción SalI, la T4 DNA ligasa, el marcador de 
tamaño molecular Benchtop 1 Kb DNA Ladder, el kit para aislamiento de DNA 
plasmídico Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification system y el kit de 
purificación de fragmentos Wizard® SV gel and PCR Clean Up System se compraron 
en Promega (Madison, WI). Las endonucleasas de restricción BamHI y AvrII y la 
glicosidasa endo Hf fueron de New England Biolabs (Beberly, MA). El marcador de 
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tamaño molecular HyperLadder I se obtuvo de Bioline (Taunton, MA). Todos los 
reactivos químicos fueron de grado analítico y comprados en Sigma Aldrich Co. (St. 
Louis, MO) o de productos químicos Monterrey (Monterrey, N.L., México).Los medios 
de cultivo provienen de Difco (Detroit, MI, EUA) y Becton Dickinson de México, S.A. 
de C.V. (Edo. de México, Méx.). El estuche de "Geneclean" se adquirió de Promega. El 
sistema de expresión de P. pastorisse adquirió de Invitrogen Corporation (San Diego 
Ca, EUA). El DNA genómico de A. niger GH1 perteneciente a una zona semidesértica 
del Estado de Coahuila fue donado por el grupo de investigación del Dr. Cristóbal Noé 
Aguilar González (Laboratorio de Alimentos, Facultad de Ciencias Químicas, 
Universidad Autónoma de Coahuila, Saltillo, México). 
 
6.2. Equipo 
Los equipos utilizados para el desarrollo de este trabajo se describen a continuación: una 
centrífuga J2-21 M (Beckman), campana microbiológica de flujo laminar (labconco Co. 
Inc.), potenciómetro (Beckman), estufa (131 Felisa), 3 refrigeradores (Torrey), balanza 
granataria (WM Ainsworth And Sons Inc.), balanza analítica (AMD), placa calentadora 
con agitación (Termolyne), placa de agitación (Termolyne), agitador magnético (PC103 
Corning), bomba de vacío (0322-V4B-G180X General Electric), olla de presión 21 litros 
(Presto), gradillas (Glasser), baño de agua (Precisión, Termo EC), termociclador para la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (LABNET), campana para PCR (CBS, CBP-
048), equipo de captura de imágenes (EDAS 40 kodak), congelador a -20°C (Torrey), 
cámara de electroforesis horizontal y fuente de poder (494 ISCO), microcentrífuga 
(Beckman Coulter TM22R), agitadores magnéticos (Thermoline), cámara de 
electroforesis vertical (Termo EC), placa de calentamiento 17600 modelo DB17615 
(Thermoline), espectrofotómetro modelo SmartSpectTM 3000 (Bio-Rad), micropipetas 
(Labnet Co.), centrífuga AllegraTM 21R (Beckman Coulter), concentrador a vacío 
(Labconco Corporation), autoclave (Aesa), balanza granataria (Mettler, Toledo), mini 
vortex (VWRbrand 58816-121), cubetas desechables de poliestireno (Plastibrand), 
incubadora (Yamato), filtros para ultrafiltración de muestras biológicas de 0.05-0.5 mL 
(Millipore), espectrofotómetro DU-650 región ultravioleta-visible (Beckman Coulter), 
una incubadora con agitación (Lab-Line Instruments Inc.). Para el análisis de proteínas 
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se utilizó un equipo de electroforesis equipado con una fuente de poder (Termo EC570-
90), jeringa para descarga capacidad 50 µL para geles de poliacrilamida, (Hamilton), 
sistema de análisis de imágen (Kodak EDAS-290) plataforma de lavado (VWR Scientific 
Products), cámara de electroforésis de proteínas, cristales de 10 x 10 cm.Para el 
procesamiento de datos y esquemas gráficos se empleó una computadora COMPAQ 
PRESARIO V3417LA (Compaq), el procesador de texto Microsoft Word XP (Microsoft 
Corporation, 2002), el procesador de gráficos Microsoft Power Point XP (Microsoft 
Corporation, 2002) y la hoja de cálculo Microsoft Excel XP (Microsoft Corporation, 
2002). Las bases de datos y programas computacionales de biología molecular 
empleados fueron: GenBank del NCBI (National Center of Biotechnology Information, 
Betheshda MD, USA), BioEdit, NEBcutter, BRENDA, Blast, Clustal Omega y Phyre2. 
 
6.3. Estrategia general 
Para determinar la secuencia nucleotídica que codifica para la tanasa de A. niger GH1, 
se sintetizó la secuencia codificante de la tanasa de A. niger GH1 mediante la Reacción 
en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando como molde el DNA genómico de A. niger 
GH1 y oligonucleótidos dirigidos hacia el inicio y al final de la secuencia que codifica 
para la proteína madura. El producto amplificado se ligó en el vector de clonación 
pGEM y se transformaron células de E. coli calciocompetentes. Cinco plásmidos 
provenientes de diferentes colonias de E. coli se secuenciaron en el Instituto de 
Fisiología Celular (UNAM), usando los oligonucleótidos T7 y SP6. Cuatro de estos 
plásmidos se secuenciaron nuevamente empleando oligonucleótidos internos diseñados 
en base a la secuencia nucleotídica obtenida con los oligonucleótidos T7 y SP6. Por 
último, se determinó la secuencia nucleotídica consenso a partir de las 18 secuencias 
nucleotídicas obtenidas. Esta secuencia y la secuencia aminoacídica deducida se 
compararon con las secuencias reportadas de las bases de datos. Adicionalmente se hizo 
un análisis de dominios funcionales de la tanasa de A. niger GH1 y se construyó un 
modelo molecular con el que se analizaron aspectos estructurales y funcionales de la 
tanasa de A. niger GH1. 
Para la construcción de cepas recombinantes de P. pastoris KM71 productoras de 
la tanasa de A. niger GH1, se diseñó un gen artificial (ANTgs) que codifica para la tanasa 
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de A. niger GH1 mediante el uso de codones preferenciales de P. pastoris y la inclusión 
de la secuencia prepro del factor alfa de Sacharomyces cerevisiae. El gen artificial fue 
sintetizado, clonado en el vector pUC57 y subclonado en los vectores pGEM y pPIC9 
para obtener el plásmido pPIC9ANTgs. Se linearizó el plásmido pPIC9ANTgs construido 
y se transformó la cepa KM71 de P. pastoris mediante electroporación. De las cepas 
construídas se caracterizaron su genotipo (aox1y ANT+) mediante PCR y su fenotipo 
mediante la evaluación de la expresión de la secuencia clonada en cultivos a nivel 
matraz, a través de la actividad enzimática extracelular de tanasa. 
Con el fin de realizar una caracterización bioquímica de la enzima producida, con 
una preparación enzimática obtenida por ultrafiltración del medio de cultivo libre de 
células de los cultivos en matraz, se determinó la presencia de posibles N-glicosilaciones 
evaluando el cambio en la migración en geles de poliacrilamida de muestras tratadas y 
sin tratar con endo Hf y además se determinó la presencia de una posible estructura 
bicatenaria de la tanasa producida. Se evaluó el efecto del pH y la temperatura en la 
actividad enzimática de tanasa, la estabilidad de la enzima a 4 y 30°C, la actividad 
específica y los parámetros cinéticos Km y Vmax.En laFigura 3 se muestra un esquema 
de la estrategia general experimental que se realizó en este trabajo. 
En la Tabla II (A, B y C) se muestran los oligonucleótidos utilizados en el presente 
trabajo en cada una de las etapas: A. Determinación de la secuencia nucleotídica de la 
tanasa de A. niger GH1. B: Síntesis del gen sintético a partir del vector pPUC57ANTgs. 
C: Determinación del genotipo Mutsy ANT+en las cepas de P. pastoris. 
 
 
Tabla II. Oligonúcleotidos empleados en el presente trabajo 
II). A. Determinación de la secuencia nucleotídica de la tanasa de A. niger GH1. 
Nombre Secuencia 
5’TanX 5’-GCC CTC GAG AAA AGA ACT TCC CTG TCC GAT CTC-3’ 
3’TanAV 5’-ATT CCT AGG TTA AAA AAC GGG CAT CTT GAA-3’ 
5’TanC1 5’-CGT GAA GAC CGT CGT AGA TG-3’ 
3’TanC2 5’-CAC GTC TTC CCT GCC ACT AT-3’ 
 
 
II). B. Síntesis del gen sintético a partir del vector pPUC57ANTgs. 
Nombre Secuencia 
5’TANGSA 5’-TGG CCT AGG TTA GAA AAC TG-3’ 
3’ALFAGSB 5’-GAA GGA TCC AAA CGA TGA GA-3’ 
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II). C. Determinación del genotipo aox1 y ANT+en las clonas de P. pastoris 
Nombre Secuencia 
5’AOX 5’-GAC TGG TTC CAA TTG ACA AGC-3’ 




Figura 3. Representación esquemática de la estrategia general. Se muestran cada una 
de las etapas realizadas para la construcción de las cepas recombinantes de P. pastoris 
KM71 portadoras del fragmento ANTgs que codifica para la tanasa de A. niger GH1 y 
caracterización de la enzima producida. 
 
6.4. Determinación de la secuencia nucleotídica y aminoacídica de la tanasa nativa 
de A. niger GH1 
6.4.1. Obtención del DNA genómico de A. niger GH1 
El DNA genómico de A. niger GH1 proveniente de una región semidesértica del estado 
de Coahuila fue proporcionado por el grupo de trabajo del Dr. Cristóbal Aguilar del 
Laboratorio de Alimentos, Universidad Autónoma de Coahuila, el cual fue empleado 
como secuencia blanco para realizar la síntesis del fragmento de la región nucleotídica 
codificante de la tanasa de A. nigerGH1. De la preparación de DNA obtenida 
(concentración de la preparación: 250 ng/µL), se realizó una dilución 1:10 y se utilizó 
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para realizar síntesis por PCR de la secuencia que codifica para la tanasa de A. niger 
GH1. 
 
6.4.2. Síntesis por PCR dela secuencia que codifica para la tanasa de A. niger GH1 
La secuencia que codifica para la tanasa de A. niger GH1 (ANTGH1) se sintetizó por 
PCR empleando iniciadores diseñados a partir de la secuencia nucleotídica de la tanasa 
de A. niger CBS 513.88 (GenBank número de acceso XP_001402486.1) y dirigidos al 
inicio y final de la secuencia que codifica para la proteína madura: 5’TanX (5’-GCC 
CTC GAG AAA AGA ACT TCC CTG TCC GAT CTC-3’)y 3’TanAV (5’-ATT CCT 
AGG TTA AAA AAC GGG CAT CTT GAA-3’). Se utilizó como molde la preparación 
del DNA genómico descrita en la sección 6.4.1. Inicialmente se probaron los iniciadores 
en la estandarización de la PCR, empleando la enzima GoTaq DNA polimerasa de 
Promega Corporation (Promega Num. Cat. M3005). Se varió principalmente la 
temperatura y el tiempo de la etapa de hibridación. En la Tabla III se muestra la 
composición de los reactivos usados para la PCR estandarizada. 
 
Tabla III. Volumen y concentración final de reactivos empleados en la PCR 
estandarizada con GoTaq DNA polimerasa para síntesis de la secuencia 





Green Buffer (5X) 
dNTP’s (10 mM) 
Iniciador 5’TanX (5µM) 
Iniciador 3’TanAV (5µM) 
GoTaq DNA Polimerasa (5 U/µL) 
















Volumen final 25.0  ----- 
* La muestra proviene de un Stock que tiene 250 ng/µL y diluída 1:10, resultando una 
concentración de 25 ng/µL. 
 
El programa que se empleó para la amplificación del fragmento se muestra en la 
Tabla IV.Una alicuota de 5 µL de la reacción de PCR fue analizada por electroforesis en 
gel de agarosa al 0.8% en buffer de Tris-boratos-EDTA 1X (Tris-HCl 89 mM, ácido 
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bórico 89 mM, EDTA 2 mM) en paralelo con el marcador de tamaño molecular 
HyperLadder I para verificar la presencia de las bandas de interés, teñidos luego con 
GelRed Nucleic Acid Stain (concentración final 100X diluido en cloruro de sodio 100 
mM) y analizados a través del sistema de toma de imágen Kodak EDAS-290. 
 
Tabla IV. Condiciones de la Reacción en Cadena de la Polimerasa para verificar la 
amplificación de la secuencia que codifica para la tanasa de A. niger GH1con 
GoTaq DNA polimerasa. 
Etapa Ciclos Temperatura °C Tiempo 
1 1 Desnaturalización 94 1 min 








1 min, 45 s 
3 1 Extensión final 72 10 min 
4 1 Refrigeración final  4 Indefinido 
 
6.4.3. Clonación dela secuencia que codifica para la tanasa de A. niger GH1 
El primer paso para llevar a cabo la clonación del producto de PCR en un vector de 
clonación fue la ligación de dicho producto con el vector de clonación pGEM. En la 
Tabla V se muestra la mezcla de reacción para la ligación del producto amplificado con 
el vector de clonación pGEM-T. 
 
Tabla V. Mezcla de reacción de ligación del producto amplificado 
con el vector pGEM-T 
Reactivo Volumen (µL) 
Buffer de Ligación Rápida (2X) 
pGEM (50 ng/µL) 








Volumen final 10.0 
*Unidades Weiss 
 
Con el producto de la reacción de ligación, se llevó a cabo la transformación de 
células E. coli DH5α químicamente competentes, para lo que se realizó el siguiente 
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procedimiento: a 50 µL de células se le agregaron 2.0 µL de la mezcla de reacción de 
ligación con el vector pGEM (Tabla V). La suspensión celular se mezcló suavemente, 
esta mezcla se incubó en hielo por 10 min, luego se sometió a un choque térmico de 
42°C por 45 s y se transfirió inmediatamente a hielo por 2 min. A continuación a esta 
suspensión celular se le agregaron 250 µL de medio SOC (triptona 2%, extracto de 
levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM y glucosa 20 
mM) y se incubó durante una 1 h a 37°Cy 250 rpm. Por último, 100 µL de la suspensión 
celular se sembraron en placas de LB con ampicilina (triptona 1%, extracto de levadura 
0.5%, NaCl 1%, ampicilina 100 µg/mL y agar 15 g/L) más 100 µL de IPTG (IPTG 10 
mM, Sigma Num. Cat I-5502) y 40 µL de X-Gal (50 mg/mL, Promega, Num. Cat. 
V394A), para la selección de cepas recombinantes de E. coli portadoras del plásmido 
pGEMANTGH1 (colonias blancas). Las placas se incubaron en una incubadora estática a 
37°C de 16-24 h. 
 
 
6.4.4. Caracterizacion del plásmido construido pGEMANTGH1 
6.4.4.1. Preparación del DNA plasmídico de pGEMANTGH1 
Al final de la incubación y aparición de colonias transformadas (blancas), se aislaron las 
cepas transformadas, se inocularon en caldo LB suplementado con ampicilina (triptona 
1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, ampicilina 100 µg/mL), y seincubaron a 37°C 
con una agitación de 250 rpm durante 14-18 h para su propagación y luego obtener el 
DNA plasmídico (DNAp) necesario para su caracterización.Para llevar a cabo el 
procedimiento de extracción se utilizó el sistema de purificación de DNA Wizard 
(Wizard Plus SV Minipreps, Promega Num. Cat. A1330) el cual está diseñado para 
purificar DNA plasmídico mediante el método de lisis alcalina y purificación en una 
membrana.La extracción de DNA plasmídico a pequeña escala (miniprep) se realizó a 
partir de 2 mL de cada cultivo de las cepas transformantes crecidas en medio LB con 
ampicilina. Cada paquete celular se obtuvo por centrifugación a 8000 rpm por 5 min, el 
sobrenadante se decantó y el paquete celular se resuspendió con la solución de 
resuspensión presente en el kit (Tris-HCl 50 mM pH 7.5, EDTA 10 mM, RNAasa A 100 
µg/mL). Posteriormente se añadieron 250 µL de solución de lisis celular (NaOH 200 
mM, SDS 1%) y la mezcla se agitó 4 veces por inversión para lograr un mezclado 
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adecuado. Se añadieron 10 µL de solución alcalina de proteasas, se agitó la mezcla por 
inversión 4 veces y se incubó a temperatura ambiente por 5 min. Transcurrido este 
tiempo, se añadieron 350 µL de solución neutralizante (hidrocloruro de guanidina 4.09 
M, acetato de potasio 759 mM, ácido acético glacial 2.12 M, pH 4.2).La mezcla se agitó 
4 veces y se centrifugó a 13000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente en una 
microcentrifuga Beckman 22R. El sobrenadante se decantó en una de las columnas del 
sistema Wizard Plus SV DNA y se centrifugó a 13000 rpm por 1 min a temperatura 
ambiente. Enseguida se añadieron 750 µL de solución de lavado (acetato de potasio 60 
mM, Tris-HCl 8.3 mM pH 7.5, EDTA 0.04 mM pH 8.0, etanol 60%), se centrifugó a 
13000 rpm por 1 min y se repitió una vez más la centrifugación con 250 µL de la 
solución de lavado a 13000 rpm por 2 min a temperatura ambiente. Enseguida la 
columna se transfirió a un tubo nuevo y estéril de 1.5 mL y se centrifugó a 13000 rpm 
por 1 min, luego se añadieron 100 µL de agua libre de nucleasas y se centrifugó a una 
velocidad de 13000 rpm por 1 min a temperatura ambiente. De la preparación 
recuperada, se analizaron 5 µL en un gel de agarosa al 0.8% y tinción con GelRed 
Nucleic Acid Stain (concentración final 100X diluido en cloruro de sodio 100 mM). El 
resto de la preparación obtenida se almacenó a -20°C hasta su posterior uso. 
 
 
6.4.4.2. Caracterización del plásmido pGEMANTGH1 por PCR 
La caracterización del plásmido pGEMANTGH1 se llevó a cabo por PCR utilizando los 
iniciadores específicos para la región de tanasa (5’TanX y 3’TanAV) y el protocolo 
estandarizado con la enzima GoTaq Polimerasa (Tabla VI), en donde se esperaba la 
amplificación de una banda de alrededor de 1700 pb, según la secuencia de la tanasa de 
A. niger CBS 513.88, correspondiente a la secuencia codificante de la tanasa deA. niger 
GH1. Las cepas conteniendo el plásmido que dieron positiva la PCR se conservaron en 
LB suplementado con glicerol (concentración final de glicerol 50%) y se almacenaron a 








Tabla VI.Volumen y concentración final de reactivos empleados en la PCR 






Green Buffer (5X) 
dNTP’s (10 mM) 
Iniciador 5’TanX (5 µM) 
Iniciador 3’TanAV (5 µM) 
GoTaq DNA Polimerasa (5 U/µL) 
















Volumen final 25.0 ----- 
* La muestra proviene de un Stock que tiene 137.78 ng/µL diluída 1:100 resultando una 
concentración de 1.37 ng/µL. 
 
El programa para la PCR que se empleó para la confirmación de la inserción del 
fragmento ANTGH1 en pGEM fue el mismo que el empleado para la amplificación del 
fragmento ANTGH1 a partir del DNA genómico de A. niger GH1 (Tabla IV).Una 
alicuota de 5 µL de cada reacción de PCR fue analizada por electroforesis en gel de 
agarosa al 0.8% en buffer de Tris-boratos-EDTA (TBE 1X; Tris-HCl 89 mM, ácido 
bórico 89 mM, EDTA 2 mM), teñidos luego con GelRed Nucleic Acid Stain 
(concentración final 100X diluido en cloruro de sodio 100 mM) y analizados a través del 
sistema de toma de imagen Kodak EDAS-290. 
 
6.4.5. Determinación de la secuencia nucleotídica y aminoacídica de la tanasa de A. 
niger GH1 
6.4.5.1. Secuenciación parcial del fragmento ANTGH1 
Para la secuenciación parcial del fragmentoANTGH1, se emplearon 20 µL de 
pGEMANTGH1 a una concentración aproximada de 200 ng/µL. Cinco plásmidos 
provenientes de diferentes colonias de E. colise enviaron a la Unidad de Biología 
Molecular del Instituto de Fisiología Celular de la Universidad Nacional Autónoma de 
México (UNAM) para su secuenciación utilizando los iniciadores universales T7, y SP6 
de pGEM. Con las secuencias obtenidas se determinó la secuencia consenso de las 
secuencias T7 y SP6, las cuales se utilizaron para el diseño de oligonucleótidos centrales 
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(sección 6.4.5.2.) para poder obtener la secuencia completa de la tanasa de A. niger GH1 
(sección 6.4.5.2.). Para su interpretación, el servicio de secuenciación proporcionó los 
electroferogramas correspondientes y se determinaron las secuencias consenso con la 
ayuda del programa BioEdit (Hall, 1999). 
 
6.4.5.2. Secuenciación de la región central de la secuencia que codifica para la 
tanasa de A. niger GH1 
De las secuencias nucleotídicas consenso que se obtuvieron previamente (sección 
6.4.5.1. y 6.4.5.2), se seleccionó una region para el diseño de iniciadores centrales 
(5’TanC1 y 3’TanC2) para amplificar la sección correspondiente a la región nucleotídica 
central faltante que codifica para la tanasa de A. niger GH1 (Figura 4). Entre los 
elementos importantes para el diseño de los iniciadores, el oligonucleótido 5’ se diseñó 
con las siguientes condiciones: 
 
1) Que parte de su secuencia fuera complementaria al extremo 3’ de la secuencia 
nucleotídica parcial del extremo 5’ del gen de la tanasa de A. niger GH1. 
 
2) Que amplificara la región central de la secuencia nucleotídica de la tanasa.  
 
Así mismo para el diseño del oligonucleótido 3’, se tomaron las siguientes condiciones: 
 
1) Que parte de su secuencia fuera complementaria al extremo 5’ de la secuencia 
nucleotídica parcial del extremo 3’ del gen que codifica para la tanasa de  A. 
niger GH1. 
 
2) Que amplificara la región central de la secuencia nucleotídica de la tanasa. 
 
Los oligonucléotidos iniciadores diseñados se verificaron mediante el programa 
computacional, PRIMER BLAST usando como información de entrada la secuencia 
parcial que codifica para la tanasa de A. niger GH1 y la secuencia de los iniciadores 
diseñados. Una vez realizado el diseño de los iniciadores y con el fin de poder finalizar 
la caracterización de la secuencia completa de la tanasa de  A. niger GH1 y comprobar el 
correcto diseño de los oligonucleótidos, se realizó la amplificación del fragmento central 
por PCR. La reacción de PCR se realizó de manera similar como se muestra en la Tabla 
IIIutilizando los iniciadores específicos para la región central de tanasa (5’TanC1 y 
 30
3’TanC2). El programa para la PCR que se empleó para la amplificación de la región 
central faltante de la inserción del fragmento ANTGH1 en pGEM conlaGoTaq DNA 
polimerasa fue el mismo que el mostrado en la Tabla IVen donde se esperaba la 
amplificación de una banda de alrededor de 300 pb según la secuencia de la tanasa de A. 
niger CBS 513.88, correspondiente a la secuencia codificante de la tanasa de A. niger 
GH1 central faltante. Una alicuota de 5 µL de cada reacción de PCR fue analizada por 
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en buffer de Tris-boratos-EDTA (TBE 1X; Tris-
HCl 89 mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 2 mM), teñidos luego con GelRed Nucleic 
Acid Stain (concentración final 100X diluido en cloruro de sodio 100 mM) y analizados 
a través del sistema de toma de imagen Kodak EDAS-290. La secuenciacióndel 
fragmento central faltante de ANTGH1se llevó a cabo a partir de cuatro plásmidos 
provenientes de diferentes colonias de E. coliutilizando los oligonucleótidos de la región 
central de tanasa (5’TanC1 y 3’TanC2) y la metodología descrita en el punto 5.4.5.2. 
Con las secuencias centrales obtenidas con los oligonucleótidos 5’TanC1 y 3’TanC2, y 
las secuencias obtenidas con los oligonucleótidos T7 y SP6, se realizó un alineamiento 
completo mediante el módulo Contig Assembly Program (CAP) de BioEdit (Hall, 1999) 
obteniéndose una secuencia consenso y por lo tanto se obtuvo la secuencia nucleotídica 
completa que codifica para la tanasa madura de A. niger GH1. En la figura 5 se 
representa el esquema de traslapamiento de secuencias obtenido mediante el modulo 
CAP de BioEdit para la obtención de la secuencia nucleotídica completa de la tanasa 
madura de A. niger GH1. 
La secuencia nucleótídica y la secuencia aminoacídica deducida se compararon 
con las secuencias reportadas en la base de datos GenBank mediante las herramientas 
BLAST del NCBI y se determinaron los porcentajes de identidad con otras tanasas 





Figura 4. Esquema del diseño de oligonucleótidos centrales para la secuenciación completa de 




Figura 5. Determinación de la secuencia nucleotídica completa de la secuencia que codifica 
para la tanasa de A. niger GH1 (ANTGH1) mediante el traslape de secuencias por el módulo 
CAP de BioEdit. 
 
6.4.6. Análisis computacional de la secuencia aminoacídica de la tanasa de A. niger 
GH1 
Con la secuencia aminoacídica de la tanasa de A. niger GH1, se realizó un análisis de 
dominios funcionalespor comparación de la secuencia aminoacídica obtenida con la base 
de datos de familias de proteínas Pfam. Se determinó la familia a la que pertenece la 
secuencia aminoacídica de la tanasa de A. niger GH1, y su arquitectura de organización 
de dominios. Mediante el uso del servidor Phyre2 se realizó un modelo molecular de la 
estructura tridimensional de la tanasa de A. niger GH1. Con la ayuda del servidor 
NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) (Gupta et al., 2004), se 


















































asparagina-Xaa-serina o treonina (donde Xaa puede ser cualquier aminoácido excepto 
prolina). Esta secuencia en particular es susceptible a ser N-glicosilada en células 
eucariotes, en el nitrógeno de la asparagina. Con el programa Swiss-
PdbViewer/DeepView 4.1, se ubicaron en la estructura tridimensional los enlaces 
disulfuro, los sitios Kex2, y los sitios potenciales de N-glicosilación. 
El sistema que se empleó para la identificación de la posición de un residuo en la 
secuencia de la tanasa nativa y recombinante de A. nigerGH1 correspondió a la 
metionina del péptido señal nativo como el primer residuo de aminoácido. Por lo tanto el 
primer residuo de la tanasa nativa y recombinante de A. niger GH1 comenzó en la 
posición 20. 
 
6.5. Diseño y construcción de un gen sintético (ANTgs) que codifica para la tanasa 
de A. niger GH1 
El gen ANTgs se diseñó en base a la secuencia aminoacídica de la tanasa de A. niger 
GH1 y optimizada para el uso de codones preferenciales de P. pastoris (Sreekrishna et 
al., 1997). Así mismo, se introdujeron los sitios BamHI y AvrII en los extremos 5’y 
3’del gen ANTgs, respectivamente. Finalmente, se removieron secuencias ricas en 
adeninas y timinas introduciendo mutaciones silenciosas sin alterar la secuencia 
aminoacídica de la tanasa de A. niger GH1. La secuencia nucleotídica diseñada del gen 
ANTgs de 1961 pb fue sintetizada por la compañía GenScript Co. (Piscataway, NJ). 
Además, el gen fue clonado en el vector pUC57 generando el plásmido pUC57ANTgs y 
secuenciado. La compañía GenScript Co. proporcionó 4 µg del plásmido pUC57ANTgs 
liofilizado y los archivos electrónicos de la secuenciación del gen ANTgs. 
Posteriormente, el DNAp se resuspendió en 20 µL de agua libre de nucleasas, se incubó 
a 50°C por 15 min para disolver el DNA plasmídico y se almacenó a -20°C hasta su 




6.6. Clonación del gen sintético que codifica para la tanasa de A. niger GH1 en un 
vector del sistema de expresión de P. pastoris 
6.6.1. Inducción de células de E. coli CopyCutter EPI400 para generar alto número 
de copias de plásmido 
La compañía GenScript Co. además del gen sintético clonado en pUC57 y liofilizado 
(ANTgs) proporcionó células de E. coli transformadas con dicho plásmido y provisto 
además de un inductor para generar un alto número de copias del plásmido. La 
preparación del inóculo para el proceso de inducción de alto número de copias se 
realizarón 2 etapas. La etapa I (reactivación) se llevó a cabo de la siguiente manera: en 
un tubo de 15 mL (Corning Cat. No. 430790) con 5 mL de LB (Bactotriptona 1%, 
extracto de levadura 0.5%, cloruro de sodio 1%, ampicilina 100µg/mL) se inocularon 
con 10 µL de la conserva (E. coli EPICENTRE pUC57ant), y se incubó toda la noche a 
37ºC y 250 rpm. Transcurrida esta etapa, se realizó la etapa II (inducción). En la etapa 
de inducción de alto número de copias es crucial la agitación vigorosa para la mejor 
inducción posible del número de copias ya que la aereación es muy importante, por lo 
que el subcultivo se llevó a cabo en un tubo cónico de 50 mL (Corning Cat. No. 430829) 
conteniendo 5 mL de medio LB suplementado con ampicilina a una concentración en el 
medio de cultivo de 100 µg/mL e inductor (solución de inducción CopyCutter 
concentración final 1X) a una DO600 inicial de 0.2, y se incubó a 37ºC por 4 h con 
agitación vigorosa (250 rpm). (ver Figura 6). Terminado este tiempo, se obtuvo el 
paquete celular de 4 mL de medio de cultivo y se realizó la extracción de su DNA 




Figura 6. Representación esquemática de la inducción de células de E. coli CopyCutter 
EPI400 para generar alto número de copias del plásmido pUC57ANTgs 
  
 
6.6.2. Diseño de oligonucleótidos para facilitar la síntesis por PCR y clonación del 
fragmento ANTgs en un vector de clonación 
Una vez obtenida la secuencia nucleotídica correspondiente al gen sintético codificante 
para la tanasa de A. niger GH1(sección 6.5.), se seleccionó una región para el diseño de 
los iniciadores (5’ALFAGSB y 3’TANGSA) para amplificar la sección correspondiente 
a la secuencia nucleotídica que codifica para el péptido preprodel factor α de S. 
cerevisiae y la tanasa de A. niger GH1. Entre los elementos importantes para el diseño 
de iniciadores, el oligonucleótido 5’ se diseñó con las siguientes condiciones: 
 
1) Que parte de su secuencia fuera complementaria al inicio de la secuencia 
optimizada que codifica para el péptido preprodel factor α de S. cerevisiae. 
 
2) Que contara con el sitio de restricción BamHI, requerido para la adecuada 
clonación posterior del producto amplificado en el vector pPIC9. 
 
Así mismo para el diseño del oligonucleótido 3’, se tomaron las siguientes condiciones: 
 
1) Que parte de su secuencia fuera complementaria al extremo 3’ de la secuencia 
nucleotídica del gen artificial que codifica para la tanasa de A. niger GH1. 










250 rpm, 12-16 h
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(ampicilina 100 µg/mL, 
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37 °C








2) Que contara con la secuencia complentaria reversa de un codón de término, y 
el sitio de reconocimiento para la enzima de restricción AvrII, requerido para la 
adecuada clonación posterior del producto amplificado en el vector pPIC9. 
 
Los oligonucléotidos iniciadores diseñados se verificaron mediante la plataforma Primer 
Blast empleando como información de entrada la secuencia del gen artificial que 
codifica para la tanasa de A. niger GH1 como blanco y la secuencia de los iniciadores 
diseñados. Una vez realizado el diseño de los iniciadores y con el fin de poder 
comprobar el correcto diseño de los oligonucleótidos se realizó la amplificación del 
fragmento por PCR. 
 
6.6.3. Síntesis por PCR del framento ANTgs 
El fragmento ANTgs se amplificó empleando los iniciadores previamente diseñados 
(Sección 6.6.2), y sintetizados por IDT Technologies: 5’ALFAGSB: (5’-GAA GGA 
TCC AAA CGA TGA GA- 3’) y 3’TANGSA (5’-TGG CCT AGG TTA GAA AAC 
TG- 3’). Se utilizó como molde la preparación del DNA plasmídico obtenido a partir del 
paquete celular del cultivo de E. coli EPI400 (sección 6.6.1.). Se amplificó con la 
enzima PfuUltra II Fusion HS DNA polimerasa (Tabla VII y Tabla VIII) de Agilent 
(Agilent Cat. No. BM600670) tomando en cuenta las especificaciones del fabricante. 
Esta enzima se empleó por su alta fidelidad, debido a que incorpora un número menor de 
nucleótidos erróneos al producto amplificado que otras DNA polimerasas, aspecto 
importante para la clonación de productos de PCR.Se varió principalmente la 
temperatura y el tiempo de la etapa de hibridación. En la Tabla VII se muestra la 
composición de los reactivos usados para la PCR estandarizada. 
El programa que se empleó para la amplificación de ANTgs con Pfu DNA 
polimerasa de Agilent se muestra en la Tabla VIII. Una alicuota de 5 µL de cada 
reacción de PCR fue analizada por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en buffer de 
Tris-boratos-EDTA (TBE 1X; Tris-HCl 89 mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 2 mM), 
teñido luego con GelRed Nucleic Acid Stain (concentración final 100X diluido en 





Tabla VII. Volumen y concentración final de reactivos empleados en la 






Buffer Ultra II (10X) 
dNTP’s (10 mM) 
Iniciador 5’ALFAGSB (5 µM) 
Iniciador 3’TANGSA (5 µM) 
Pfu DNA Polimerasa (1 U/µL)  
















Volumen final  25.0 ----- 
* La muestra proviene de un stock que tiene 81.7 ng/µL diluída 1:100, resultando una 
concentración de 0.817 ng/µL. 
 
 
Tabla VIII.Condiciones de la Reacción en Cadena de la Polimerasa para verificar la 
amplificación del fragmento ANTgs con Pfu Ultra II DNA polimerasa. 
Etapa Ciclos Temperatura °C Tiempo 














3 1 Extensión final 72 3 min 
4 1 Refrigeración final 4 Indefinido 
 
Para llevar a cabo el procedimiento de purificación del producto amplificado, se 
utilizó el sistema Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Num Cat. 
A9281), el cual está diseñado para extraer y purificar fragmentos de DNA y productos 
de PCR a partir de un gel de agarosa y/o preparaciones directas de PCR. Este consiste de 
una columna que tiene una membrana, en la cual se une el DNA de interés, y a través de 
centrifugación se recupera el producto libre de exceso de nucleótidos, iniciadores y 
sales. La preparación se llevó a cabo como sigue: después de terminada y analizada una 
alícuota de producto de PCR a través de electroforesis en gel de agarosa para verificar la 
amplificación del fragmento ANTgs, se añadió un volumen equivalente de solución de 
unión a membrana a la reacción de PCR. Por otro lado, para llevar a cabo la unión del 
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DNA, se insertó la minicolumna con su tubo colector, y la mezcla anterior previamente 
realizada se transfirió a la minicolumna ensamblada. Se incubó por un min a temperatura 
ambiente. Transcurrido este tiempo se centrifugó a 16000 g por 1 min, se descartó el 
volumen cosechado en el tubo colector, y se reinsertó nuevamente la minicolumna con 
su respectivo tubo colector. Luego se añadieron 700 µL de solución de lavado. Se 
centrifugó a 16000 g por un min, se descartó el colectado, se reinsertó la minicolumna 
con su respectivo tubo colector, se repitió este procedimiento con 500 µL de solución de 
lavado, y se centrifugó a 16000 g por 5 min. La columna de ensamblado se centrifugó 
por 1 min con la tapa de la microcentrífuga abierta para permitir la evaporación de 
cualquier residuo de etanol. Finalmente se transfirió y se ensambló la minicolumna a un 
tubo estéril de 1.5 mL, se añadieron 50 µL de agua libre de nucleasas a la minicolumna, 
y se incubó a temperatura ambiente por 1 min. Posteriormente se centrifugó a 16000 
gpor 1 min y el volumen colectado correspondió al producto de PCR purificado, el cual 
fue cuantificado mediante un nanofotómetro (Pearl IMPLEN) para calcular 
posteriormente los volúmenes necesarios para llevar a cabo la adenilación y ligación en 
el vector de clonación pGEM-T. 
 
6.6.4. Adenilación del fragmento ANTgs 
Para la clonación del fragmentoANTgs en el vector pGEM-T (Promega), el producto 
amplificado con Pfu DNA polimerasa (Agilent Cat. No BM600670.), purificado y 
concentrado se sometió a una reacción de adenilación con GoTaq DNA polimerasa 
(Promega Corporation). En la Tabla IXse indican las concentraciones y volúmenes de 
los reactivos empleados en la reacción de adenilación, esta mezcla se incubó a 72°C por 
1 h. 
Tabla VIII. Mezcla de reacción de adenilación del producto amplificado. 
Reactivo Volumen(µL) 
Buffer Colorless (5X) 
dATP (10 mM) 
GoTaq DNA polimerasa (5 U/µL) 
Agua libre de nucleasas 






Volumen final 10.0 
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6.6.5. Clonación del fragmentoANTgsen el vector pGEM 
Para llevar a cabo la clonación del fragmento ANTgs en el vector de clonación pGEM, se 
estimó la cantidad en nanogramos (ng) del fragmentode 1961 pb (inserto) requeridos 
para tener una relación vector-inserto de 1:3, considerando 3000 pb para el tamaño del 
vector pGEM. Para realizar dicho cálculo, se utilizó la siguiente ecuación: 
 
 
ector)(inserto/vmolar relación  x (kb) vector tamaño
(kb) inserto  x tamaño(ng) vector cantidad(ng) inserto de cantidad =
 
Ecuación 1. Cálculo de la cantidad de inserto (ng) necesarios para la ligación en el vector pGEM. 
 
 
Aplicando la ecuación anterior, se obtuvo que para obtener una relación inserto-
vector de 3:1, se requieren 98 ng del fragmentoANTgs adenilado y 50 ng del vector 
pGEM. La reacción de ligación se llevó a cabo de acuerdo a las especificaciones del 
fabricante y los reactivos proporcionados por el sistema pGEM. En la Tabla IX se 
presenta la mezcla de reacción que se empleó para la ligación en el vector pGEM-T. La 
mezcla se incubó toda la noche a 4°C.Con el producto de la reacción de ligación se llevó 
a cabo la transformación de células E. coli JM109 químicamente competentes mediante 




Tabla IX. Mezcla de reacción para la ligación del fragmento ANTgsen el 
vector pGEM-T vector. 
Reactivo Volumen (µL) 
Buffer de ligación rápida (2X) 
pGEM-T Vector (50 ng/µL) 
Mezcla de reacción de adenilación(41.2 ng/µL) 







Volumen total 10.0 




6.6.6. Caracterizacion del plásmidopGEMANTgsconstruido 
6.6.6.1. Preparación del plásmido pGEMANTgs 
Al final de la incubación y aparición de colonias de E. colitransformadas (blancas), se 
aislaron las cepas transformadas, se inocularon en caldo LB suplementado con 
ampicilina (bactotriptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, ampicilina 100 
µg/mL), y se incubaron a 37°C con una agitación de 250 rpm durante 14-18 h para su 
propagación y posteriormente obtener el DNA plasmídico (DNAp) necesario para su 
caracterización mediante el mismo procedimiento descrito en la sección 6.4.4.2. De la 
preparación recuperada, se analizaron 5 µL en un gel de agarosa al 0.8% y tinción con 
GelRed Nucleic Acid Stain (concentración final 100X diluido en cloruro de sodio 100 
mM). El resto de la preparación obtenida se almacenó a -20°C hasta su posterior uso. 
 
6.6.6.2. Caracterización del plásmido pGEMANTgs por PCR 
La caracterización del plásmido pGEMANTgs se llevó a cabo por PCR utilizando los 
iniciadores específicos para la región que codifica para la tanasa (sección 6.6.2.) 
(5’ALFAGSB y 3’TANGSA) y el protocolo estandarizado con la enzima GoTaq 
polimerasa (Tabla X), en donde se esperaba la amplificación de una banda de 1961 pb, 
correspondiente a la secuencia codificante del gen artificial de la tanasa y del péptido 
prepro del factor alfa de S. cerevisiae. Las cepas de E. coliconteniendo el plásmido que 
dieron positiva la PCR se conservaron en LB suplementado con glicerol 50% y se 
almacenarón a -20°C hasta su uso. El programa que se empleó para la PCR para la 
confirmación de la inserción del fragmento ANTgs en pGEM se describe en la Tabla XII. 
Una alicuota de 5 µL de cada reacción de PCR fue analizada por electroforesis en gel de 
agarosa al 0.8% en buffer de Tris-boratos-EDTA (TBE 1X; Tris-HCl 89 mM, ácido 
bórico 89 mM, EDTA 2 mM), teñido posteriormente con GelRed Nucleic Acid Stain 
(concentración final 100X diluido en cloruro de sodio 100 mM) y analizado a través del 






Tabla X. Volumen y concentración final de reactivos empleados en la 
PCR estandarizada con GoTaq DNA polimerasa para la 





Green Buffer (5X) 
dNTP’s (10 mM) 
Iniciador 5’ALFAGSB (5 µM) 
Iniciador 3’TANGSA (5 µM) 
GoTaq DNA Polimerasa (5 U/µL)  
















Volumen final 25.0 ----- 
* La muestra proviene de un stock que tiene 143 ng/µL diluída 1:100 
resultando una concentración de 1.43 ng/µL. 
 
 
Tabla XI. Condiciones de la Reacción en Cadena de la Polimerasa para 
verificar la amplificación del fragmento ANTgs con GoTaq 
DNA polimerasa. 
Etapa Ciclos Temperatura °C Tiempo 












3 1 Extensión final 72 10 min 
4 1 Refrigeración final  4 Indefinido 
 
 
6.6.6.3. Caracterización del plásmido pGEMANTgsmediante digestión con las 
enzimas BamHI y AvrII 
Una vez caracterizado el plásmido pGEMANTgs por PCR, la secuencia del plásmido 
construidose sometió a un análisis in silico con el programa computacional NEBcutter 
(New England Biolabs, Vincze et al., 2003) para determinar los tamaños teóricos de los 
fragmentos que se obtendrían al cortar dicho plásmido con las enzimas BamHI y AvrII. 
Posteriormente, se llevó a cabo la reacción con estas enzimas de acuerdo a las 
especificaciones del fabricante. En las tablas XIII y XIV se muestran los tamaños 
teóricos esperados para la caracterización de pGEMANTgs con BamHI y AvrII, y los 
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volúmenes de la mezcla de reacción utilizada para la digestión del DNA plasmídico, 
respectivamente. 
 
Tabla XIII. Tamaños teóricos esperados para la caracterización de 
pGEMANTgs con BamHI y AvrII. 
 
 
Tabla XII.Mezcla de reacción de la digestión analítica del plásmido pGEMANTgs con 
BamHI y AvrII. 
Reactivo Negativo 









BamHI y AvrII 
(µL) 
Agua ultrapura 
Buffer 4 (10X) 
BSA acetilada (100X) 
DNA (263 ng/µL) 
BamHI (10 U/µL) 

























Volumen total (µL) 20.0  20.0 20.0 20.0 
 
La mezcla de reacción de digestión se incubó a 37°C por 16 h. Para corroborar la 
presencia de los fragmentos esperados en la digestión de pGEMANTgs, una alicuota de 5 
µL de la reacción enzimática fue analizada por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% 
en buffer TBE 1X (Tris-HCl 89 mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 2 mM), teñido con 
GelRed Nucleic Acid Stain (concentración final 100X diluido en cloruro de sodio 100 
mM) y analizado a través del sistema de imagen Kodak EDAS-290. Después de 
corroborada la caracterización del plásmido pGEMANTgspor digestión (Tabla XIII), 
dicho plásmido se sometió a una digestión preparativa (sección 6.6.7.3.). 
 
6.6.7. Subclonación del fragmento ANTgs en el vector pPIC9 
6.6.7.1. Estrategia de clonación 
Para la subclonación del fragmento ANTgs en pPIC9, se empleó el plásmido precursor 
pPIC9TgQ previamente construido en nuestro laboratorio (Fuentes-Garibay, 2011). Este 
plásmido fue digerido con las enzimas BamHI y AvrII reemplazando el fragmento 
liberado (TgQ) con el fragmento ANTgs obtenido del plásmido 










pGEMANTgspreviamente digerido con las mismas enzimas BamHI y AvrII, dando lugar 
al nuevo plásmido pPIC9ANTgs de 9688 pb (Figura 7). 
 
Figura 7. Estrategia utilizada para la construcción del plásmido 
pPIC9ANTgs.El plásmidoprecursor pPIC9TgQ fue digerido con BamHI y AvrII. 
El fragmento ANTgs(rojo) fue liberado del plásmido pGEMANTgsmediante la 
digestión con las mismas enzimas y posteriormente subclonado en el vector 
pPIC9 (gris), obteniéndose el vector pPIC9ANTgs. 
 
6.6.7.2. Preparación de los plásmidos de pGEMANTgs y pPIC9TgQ 
Para la preparación de pGEMANTgs a mediana escala se utilizaron unidades de 
filtración y purificación de DNA a mediana escala (Pure YieldTM Midiprep System, 
Promega Num. Cat. A2492). Estas columnas consisten en una columna de limpieza y 
una columna de unión a membrana, montadas una sobre otra (unión a membrana parte 
inferior, limpieza parte superior) y conectadas a través de un colector múltiple de vacío 
(Promega Num cat A7231). Para la preparación de ambos plásmidos, se propagaron las 
cepas E. coli JM109 portadora de pPIC9TgQ (Fuentes-Garibay, 2011), y E. coli JM109 
portadora de pGEMANTgs en 50 mL de LB con ampicilina (100 µg/mL) y se incubaron 
a 37°C y 250 rpm durante 18 h. El paquete celular se obtuvo por centrifugación a 4000 
rpm por 10 min a 4°C. Mediante el sistema previamente descrito, se obtuvo la 
purificación del DNA por vacío como sigue: una vez obtenido el paquete celular y 
Fragmento no utilizado de
TgQ
+
























removido el exceso de medio de cultivo, se resuspendió en 3 mL de solución de 
resuspensión celular. Luego se añadieron 3 mL de solución de lisis celular y se mezcló 
cuidadosamente por inversion de 3 a 5 veces. Posteriormente, la mezcla se incubó a 
temperatura ambiente por un tiempo de 3 a 5 min, se añadió solución neutralizante y se 
mezcló cuidadosamente de 3-5 veces. La mezcla se centrifugó en un rotor de ángulo fijo 
(Beckman, F0850) a 8000 rpm por 30 min. Transcurrido este tiempo, el sobrenadante se 
vertió sobre la columna ensamblada de limpieza (parte superior) que estaba a su vez 
sobre el colector de vacío, y se incubó el lisado de 2 a 3 min para permitir que los restos 
celulares permanecieran en la parte superior de la columna. Posteriormente se aplicó 
vacío para filtrar a través de la membrana de limpieza (columna superior) y la columna 
de unión (columna inferior) donde el DNA se quedó unido. El vacío se continuó por 5 
min hasta que el líquido hubo pasado por ambas columnas.Al término de la elución, la 
columna de limpieza (superior) se desensambló, dejando ensamblada la columna de 
unión (inferior) en el colector múltiple de vacío, se añadieron 20 mL de solución de 
lavado de columna y se aplicó vacío hasta sequedad. Posteriormente se aplicó vacío por 
30 s para evaporar el etanol residual. La columna de unión se desensambló del colector 
de vacío y se colocó en un tubo de centrifuga de 50 mL (Corning Cat. No. 430829), y se 
añadieron 600 µL de agua libre de nucleasas para eluir el DNA. El tubo se centrifugó en 
un rotor de columpio (Beckman, Rotor S4180C) a 3000 g por 5 min, se colectó el 
filtrado, se transfirió a un tubo de 0.65 mL (de cada preparación respectiva), y se 
cuantificó mediante el nanofotómetro Pearl. Para eliminar las posibles nucleasas, las 
muestras se calentaron a 65°C por 20 min y se guardaron a 4°C hasta su uso. 
 
6.6.7.3. Digestión preparativa de los plásmidos pGEMANTgs y pPIC9TgQ con las 
enzimas BamHI y AvrII 
El plásmido pGEMANTgs se digirió con las enzimas BamHI y AvrII de NEB en un 
volumen de reacción de 40µL y la mezcla de reacción que se muestra en la Tabla XV. El 
plásmido precursor pPIC9TgQ se sometió también a la digestión con las mismas 
enzimas de restricción. Ambas reacciones se incubaron a 37°C por 16 h y se sometieron 
a una electroforesis preparativa en un gel de agarosa al 0.8% en buffer TBE 1X (Tris-
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HCl 89 mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 2 mM),para poder obtener el fragmento de 
pPIC9 y el fragmentoANTgs. 
 
Tabla XIII.Mezcla de reacción de la digestión preparativa de pPIC9TgQ y 






Buffer 4 NEB 
BSA acetilada 100X 
pGEMANTgs (476 ng/µL) 
pPIC9TgQ (428 ng/µL) 
BamHI (100 U/µL) 















Volumen total 40.0 40.0 
 
 
La purificación preparativa de los fragmentos a clonar se realizó como sigue: al 
depósito de la cámara de electroforesis se transfirió SDS 0.1% y se dejó reposar durante 
1 h.Cuidadosamente éste fue retirado de la cámara, y la cámara se enjuagó tres a cinco 
veces con agua estéril, se decantó el agua y se vertió TBE 1X libre de nucleasas (estéril). 
Posteriormente se realizó una electroforesis en agarosa 0.8% en TBE 1X libre de 
nucleasas (estéril). Una vez finalizada la electroforesis, el gel se colocó sobre una 
película de parafilm fino y éste a su vez sobre el transiluminador, con la intensidad de 
luz UV con menor daño al DNA (365 nm).Con la ayuda de una navaja estéril se cortaron 
los fragmentos de interés (el correspondiente a pPIC9 y el fragmento ANTgs).Cada uno 
de los fragmentos obtenidos se colocó en un tubo de microcentrífuga de 2 mL nuevo 
estéril pre-pesado, y por diferencia de pesos se obtuvo el peso total de la agarosa 
contenida en el tubo.Los fragmentos del gel de agarosa recuperados fueron purificados 
con el Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Num. Cat. A9281) 
(sección 6.6.3.).  
La concentración de DNA de los fragmentos purificados se determinó mediante 
un nanofotómetro Pearl (Implen GmbH, München, Alemania). El DNA purificado del 




Tabla XIV.Fragmentos teóricos esperados en la digestión 
preparativa de pPIC9TgQ y pGEMANTgs con 







6.6.7.4. Ligación del fragmentoANTgs con el vector pPIC9 y transformación en  
E. coli 
Para llevar a cabo la ligación del fragmento ANTgs en el vector de expresión pPIC9, se 
estimó la cantidad en nanogramos (ng) del fragmentode 1961 pb (inserto) requeridos 
para tener una relación molar vector-inserto de 1:5, considerando 8000 pb para el 
tamaño del vector pPIC9. Aplicando la ecuación 1 de la sección 6.6.5, se obtuvo que 
para obtener una relación vector-inserto de 1:5 se requiririan 123.5 ng del fragmento 
ANTgs y 103.3 ng del vector pPIC9. La reacción de ligación se llevó a cabo de acuerdo a 
las especificaciones del fabricante y los reactivos proporcionados por el sistema de la 
ligasa T4 (Promega Cat. No. M1801). La mezcla dereacción (Tabla VII) se realizó en 
tubos de 0.2 mL, conteniendo la cantidad de vector-inserto (pPIC9ANTgs) calculada, así 
como los componentes necesarios para su ligación (agua libre de nucleasas y buffer) con 
la enzima T4 DNA ligasa. Se prepararon 2 mezclas, la correspondiente a la muestra de 
reacción de 10 µL (con ligasa, Tabla XVII), y el control negativo (mezcla de la Tabla 
XVII, excepto ligasa). Ambas mezclas se incubaron a 4ºC por 96 h. Para el análisis por 
electroforesis de la ligación, se tomaron 5 µL de cada una de las mezclas de reacción 
(con y sin ligasa). Del resto de la mezcla con ligasa se emplearon 2 µL para la 
transformación de E. coli JM109 (Promega Num. Cat. L1001) calciocompetentes. En la 
tabla XVII se muestran los componentes de la reacción de ligación del fragmento ANTgs 
con el vector pPIC9. La transformación de células de E. coli JM109 con el vector 
pPIC9ANTgs contruido se realizó con una mezcla de 50 µL de células calciocompetentes 
y 2 µL de la mezcla de reacción de ligación con el vector pPIC9ANTgs siguiendo el 




Tabla XV.Componentes de la reacción de ligación del 
fragmento ANTgs con el vector pPIC9. 
Reactivo Volumen (µL) 
Agua ultrapura  
Buffer de ligación 10X 
Vector pPIC9 (54.4 ng/µL) 
Fragmento ANTgs (49.4 ng/µL) 










6.6.7.5. Caracterización del plásmido pPIC9ANTgs construído 
Las cepas transformadas que crecieron en placas de LB con ampicilina, se inocularon en 
medio LB líquido con ampicilina (Triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, 
ampicilina 100 µg/mL), y se incubaron a 37°C y 250 rpm durante 14-18 h para obtener 
el DNA plasmídico mediante la metodología descrita en la sección 6.4.4.1. La 
preparación obtenida se analizó por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% teñido con 
GelRed Nucleic Acid Stain (concentración final 100X diluido en cloruro de sodio 100 
mM). El resto de la preparación se almacenó a 4°C hasta su posterior uso. La 
caracterización del plásmido pPIC9ANTgs se llevó a cabo por PCR utilizando los 
iniciadores específicos del gen artificial de tanasa (5’ALFAGSB y 3’TANGSA) para 
obtener una banda de 1961 pb correspondiente a la secuencia ANTgs clonada. Las cepas 
conteniendo el plásmido caracterizado por PCR, se conservaron en LB suplementado 
con glicerol a una concentración final del 50% y se almacenarón a -20°C hasta su uso. 
La mezcla de reacción para la caracterización del plásmido pPIC9ANTgs se resume en la 
tabla XVIII. El programa que se empleó para la caracterización por PCR con GoTaq 
DNA polimerasa fue el mismo que el descrito en laTabla XII.Una alícuota de 5 µL de 
cada reacción de PCR fue analizada por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en 
buffer de Tris-boratos-EDTA (TBE 1X, Tris-HCl 89 mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 2 
mM), teñido posteriormente con GelRed Nucleic Acid Stain (concentración final 100X 





Tabla XVI.Volumen y concentración final de reactivos empleados en la PCR 







Green Buffer (5X) 
dNTP’s (10 mM) 
Iniciador 5’ALFAGSB (5 µM) 
Iniciador 3’TANGSA (5 µM) 
GoTaq DNA polimerasa (5 U/µL) 
















Volumen final 25.0 ----- 
* La muestras provienen destock que tienen concentraciones de  99.7- 151.6 
ng/µL que diluídas 1:100 resultan en una concentración de en 0.997- 1.5 ng/µL. 
 
 
6.7. Construcción de cepas recombinantes de P. pastoris portadoras del gen 
sintético ANTgs capaces de producir y secretar la tanasa de A. niger GH1 
Los vectores de integración del sistema de P. pastoris como el pPIC9, presentan dos 
regiones susceptibles para la recombinación con el genoma de la levadura: la región 
HIS4 y el extremo 5’AOX1 en donde se pueden llevar a cabo eventos de integración sitio 
dirigida por recombinación homóloga, generándose cepas genéticamente estables. Por lo 
que dependiendo de la estrategia experimental diseñada, se selecciona la región de 
integración y por consiguiente la enzima requerida para la preparación del plásmido. En 
cepas de P. pastoris his4- como las cepas KM71, los eventos de inserción génica en el 
locus his4 dan lugar a un evento de entrecruzamiento simple entre el locus his4 del 
cromosoma y la región his4 del vector. Debido a que el locus AOX1 no está involucrado 
en este evento de recombinación, el fenotipo de las transformantes es His+ y continúa 
siendo Muts tal como lo es la cepa hospedera KM71. Para llevar a cabo la 
transformación de células de P. pastoris se recomienda usar vectores linearizados que 
expongan las regiones susceptibles a la recombinación seleccionada. La digestión con 
SalI del plásmido a integrar favorece que se lleve a cabo un evento de entrecruzamiento 
simple en el locus his4 del genoma de P. pastoris, para generar cepas His+Muts si las 
células hospederas son del tipo KM71. Por consiguiente, el vector pPIC9ANTgs fue 
digerido con SalI, y confirmada su linearización fue utilizado para transformar la cepa 
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KM71 de P. pastoris por medio de electroporación. La cepa de P. pastoris KM71 
utilizada, posee un defecto en el gen que codifica para la enzima histidinol 
deshidrogenasa, el cual se reconstituyó al combinarse el genoma de P. pastoris con el 
vector, lo cual permite seleccionar las células de levadura transformadas en un medio 
selectivo carente de histidina. Las colonias transformadas se aislaron y propagaron en un 
medio complejo para levaduras, para llevar a cabo la extracción del DNA genómico y 
poder realizar la caracterización genotípica y fenotípica. 
 
6.7.1. Preparación a mediana escala del plásmido pPIC9ANTgs 
De una preparación de DNA plasmídico obtenida a mediana escala mediante el sistema 
Pure YieldTM Plasmid Midiprep System (Promega Num. Cat. A2492) (sección 6.6.7.2) 
se obtuvieron 266.8µg totales del plásmido pPIC9ANTgs a una concentración de 
667ng/µL (volumen obtenido total de 400 µL). Todo el volumen de la preparación se 
colocó en unidades de filtración-concentración Microcon YM-3 (Millipore Cat. No. 
42404), el volumen se vertió sobre el filtro y éste a su vez sobre el colector de desechos. 
Se centrifugó a 14000 rpm a temperatura ambiente por 30 min, y el filtrado fue 
desechado a través del tubo colector. Transcurrido este tiempo, se invirtió el filtro y se 
colocó en un nuevo tubo colector, el cual fue centrifugado a 3000 g por 10 min a 4°C. Se 
recuperó un volumen de 50 µL y se cuantificó la concentración de DNA con el 
nanofotómetro Pearl. Con 13.4 µL del concentrado obtenido, se realizó la reacción de 
digestión preparativa con la enzima SalI (Promega Num. Cat. R4054), de acuerdo a los 
reactivos y volúmenes que se presentan en la tabla XIX. La reacción se incubó a 37°C 
por 16 h, y posteriormente a 60°C por 20 min. Terminada la incubación, se tomaron 0.5 
µL para su análisis por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en buffer TBE 1X teñido 
con GelRed Nucleic Acid Stain (Bioline Cat. No 41003.).Confirmada la linearización 
del plásmido pPIC9ANTgs, el volumen de digestión restante se colocó en unidades YM3 
y se agregaron 100 µL de agua libre de nucleasas, se centrifugó a temperatura ambiente 
a 14000 rpm, y se repitió 3 veces este procedimiento de lavado con 100 µL de agua libre 
de nucleasas cada uno. El último lavado se llevó a cabo hasta obtener un volumen final 
de 5 µL, volumen adecuado para la transformación de cepas KM71 de P. pastoris. 
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Tabla XVII. Mezcla de reacción en la digestión preparativa 
de pPIC9ANTgs con SalI 
Reactivo Volumen (µL) 
Agua ultrapura 
Buffer D 
BSA 100X (10 mg/mL) 
DNA(2.98µg/µL) 






Volumen Total 20.0 
 
 
Para la preparación de células de P. pastoris KM71 electrocompetentes, se llevó 
a cabo el siguiente procedimiento.A partir del vial de células KM71 (Invitrogen Num. 
Cat. K1730-01), se tomó una alícuota con una micropuntilla amarilla estéril, se inoculó 
un tubo cónico de 50 mL (Corning Num. Cat.430829) conteniendo 10 mL de caldo YPD 
(extracto de levadura 1%, peptona 2%, dextrosa 2%), y se creció toda la noche a 30°C 
con agitación constante de 250 rpm. A partir de las células reactivadas, se inocularon 
500 mL de caldo YPD fresco contenidos en un matraz de 2 L (Pyrex No. 4980 Stopper 
No. 10) de tal manera que su DO600 inicial fue de 0.1 y se cultivaron a 30°C y 250 rpm 
hasta alcanzar una DO600 de 0.6-1.0 (tiempo aproximado de 4-6 h). El cultivo se 
centrifugó a 4000 rpm y 4ºC por un tiempo de 5 min.Se decantó el sobrenadante y el 
paquete celular se resuspendió en 100 mL de YPD suplementado con buffer HEPES 
(Research Organics Num. Cat. 9592H-100GR) (extracto de levadura 1%, peptona 2%, 
dextrosa 2%, Hepes 20 mM). El paquete celular resuspendido con YPD-HEPES fue 
vertido en un matraz de 1 L (Pyrex No. 4080 Stopper No. 9), se añadieron 
cuidadosamente 2.5 mL de DTT 1M (Promega Num. Cat. V3151) y se incubó a 30ºC y 
250 rpm por 15 min. Posteriormente, se agregaron 400 mL de agua fría estéril al matraz 
con la mezcla y se centrifugó el volumen total hasta obtener el paquete celular. El 
paquete celular se resuspendió en 250 mLde agua fría estéril y se centrifugó nuevamente 
hasta obtener el paquete celular. Ambos lavados con el agua estéril fueron realizados a 
4ºC y 250 rpm por 10 min. El paquete celular obtenido fue resuspendido en 20 mL de 
sorbitol 1M frío y estéril (Sigma Num. Cat. S1876), y se centrifugó a 4000 rpm por 10 
min a 4ºC. Se decantó el sobrenadante y el paquete celular se resuspendió en 1 mL de 
sorbitol 1M frío y estéril (en esta etapa las células están competentes y listas para su 
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uso). Se realizaron alícuotas de 40 µL de células competentes y se colocaron en tubos de 
microcentrífuga de 2.0 mL (MBP Num. Cat. 3434) estériles (en esta etapa las células 
pueden ser mantenidas a 4ºC y ser usadas directamente para transformación instantánea 
y/o ser congeladas para usos posteriores). Las alícuotas de células preparadas se 
envolvieron en varias capas de papel secante, posteriormente se congelaron lentamente a 
-70°C y se almacenaron hasta su uso. 
 
6.7.2. Transformación de P. pastoris KM71 
Previo a la transformación de P. pastoris, las celdas de electroporación (BioRad Num. 
Cat. 1652086) fueron colocadas en hielo por 2 min. Para la transformación, se 
descongeló lentamente uno de los tubos congelados conteniendo las células competentes 
(Sección 6.7.1) y se añadieron 3.7 µL (10.1 µg totales) del plásmido pPIC9ANTgs 
previamente linearizado (Tabla XIX) La mezcla de células-DNA se colocó en las celdas 
bajo esterilidad y éstas a su vez se colocaron cuidadosamente en el tren de carga del 
electroporador (BioRad Gene Pulser II) habiendo ajustado previamente las condiciones 
eléctricas (Tabla XX). Una vez que se llevó a cabo la descarga eléctrica, se retiró 
cuidadosamente la celda, se añadió a la celda 1 mL de sorbitol 1 M frío y estéril bajo 
condiciones de esterilidad, y se homogenizó por inversión de 5 a 10 veces o hasta que la 
mezcla quedara homogénea. Posteriormente, se tomaron 10 µL de la mezcla y se 
sembraron en placas Petri conteniendo medio sólido RBD (sorbitol 1 M,dextrosa 2%, 
YNB 1.34%, biotina 4 x 10-5%, aminoácidos 0.005%, agar 2%). Adicionalmente, 10 µL 
de la mezcla se sembraron en placas Petri conteniendo medio sólido YPD (extracto de 
levadura 1%, peptona 2%, dextrosa 2%, agar 2%). En ambos medios se utilizó la técnica 
de extensión en placa con un asa de extensión. Las placas Petri se incubaron a 30°C por 
120 h hasta observar la aparición de colonias blancas y redondas. En la tabla XIX se 
muestran los parámetros de la electroporación empleados en la transformación de células 





Tabla XVIII.Parámetros de electroporación empleados en la transformación del vector 
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6.7.3. Caracterización genotípica de las cepas recombinantes KM71ANT 
La caracterización genotípica de las colonias transformadas se realizó determinando la 
ausencia del gen AOX1 y la integración del gen heterólogo en el genoma de cada una de 
las cepas mediante PCR. Este análisis por PCR se realizó con el DNA genómico de cada 
una de las colonias His+ obtenidas, y se emplearon el iniciador 5’AOX (5’-GAC TGG 
TTC CAA TTG ACA AGC-3’), el cual hibrida en la región 5’AOX1, y el iniciador 
3’AOX (5’-GCA AAT GGC ATT CTG ACA TCC-3’), que hibrida en la región 
3’AOX1 TT. Estas regiones se encuentran en el cassette de expresión que contiene el 
gen heterólogo y que está integrado en el genoma de la levadura. La PCR del DNA 
genómico de las cepas recombinantes daría como resultado un producto amplificado de 
2158 pb, que contiene las secuencias del vector más la secuencia codificante de la tanasa 
recombinante (Figura 8). 
Para la extracción del DNA genómico de cada una de las colonias transformadas 
de P. pastoris, se empleó una modificación a la técnica de TSNT (Viader-Salvadó et al., 
2006). Cada una de las colonias obtenidas se inoculó en 10 mL de YPD (extracto de 
levadura 1%, peptona 2%, dextrosa 2%) e incubó a 30°C a 250 rpm durante 24-48 h, 
hasta alcanzar una DO600 de 6-8. El paquete celular se obtuvo de 2 mL de cultivo, 
mediante centrifugación a 16000 g (22R Beckman Coulter) durante 5 min a temperatura 
ambiente. El paquete celular se resuspendió en 200 µL de solución amortiguadora de 
lisis TSNT (Tritón X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 
1 mM pH 8.0), se agitó por inversión 20 veces y en un vortex por 5 min. Posteriormente, 
se agregaron 500 µL de fenol saturado con Tris-HCl pH 8.0, y la mezcla se agitó por 
inversión 20 veces. Se agregaron 500 µL de SEVAG (cloroformo:alcohol isoamílico 
24:1) y se mezcló en vortex por 5 min. A la suspensión generada se le adicionaron 200 
µL de TE 1X pH 8.0, se agitó por inversión cinco veces y se centrifugó a 16000 g (22R 
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Bekcman Coulter) durante 10 min a temperatura ambiente. La fase acuosa se recuperó 
con una pipeta y se depositó en un tubo de microcentrífuga de 2 mL, se agregó 1 mL de 
etanol absoluto frío, se mezcló por inversión y se incubó a -20°C por 60 min para 
precipitar el DNA. El DNA se recuperó por centrifugación a 16000 g (22R Beckman 
Coulter) a 4°C, durante 30 min y se eliminó el sobrenadante. Posteriormente la pastilla 
de DNA se lavó con 1000 µL de etanol al 70%, la mezcla se centrifugó a 16000 g (22R 
Beckman Coulter) a 4°C, durante 15 min, se decanto el sobrenadante y la pastilla 
obtenida se resuspendió en 50µL de TE 1X y se calentó a 65°C durante 20 min para 
eliminar DNAsas. Para corroborar la integración de cassette de expresión en el genoma 
de las cepas KM71 de P. pastoris, el DNA genómico de las cepas aisladas fue analizado 
por PCR empleando el par de iniciadores de AOXdescrito previamente (Tabla II C). Las 
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de 25 µL, de acuerdo a los 
reactivos y volúmenes de la tabla XXI, utilizando la GoTaq DNA polimerasa en buffer 
green de Promega Corporation. 
 
Tabla XIX.Volúmenes y reactivos necesarios para el análisis de integración por 





Green Buffer (5X) 
dNTP’s (10 mM) 
Iniciador 5’AOX (5 µM) 
Iniciador 3’AOX (5 µM) 
GoTaq DNA polimerasa (5 U/µL)  














4.42 – 11.94 ng/µL 
----- 
Volumen final 25.0  ----- 
 
El programa empleado para el análisis de integraciónpor PCR del cassette de 
expresión en el DNA genómico de P. pastoris se muestra en laTabla XX. Una alícuota 
de 5 µL de cada reacción de PCR fue analizada por electroforesis en gel de agarosa al 
0.8% en buffer de Tris-boratos-EDTA (TBE 1X; Tris-HCl 89 mM, ácido bórico 89 mM, 
EDTA 2 mM), teñido con GelRed Nucleic Acid Stain (concentración final 100X diluido 
en cloruro de sodio 100 mM) y analizado a través del sistema de toma de imágen Kodak 
EDAS-290. En la Tabla XX se muestrael programa del termociclador empleado. 
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Figura 8. Representación gráfica del plásmido pPIC9ANTgs y los sitios de apareamiento 
de los iniciadores específicos 5’AOX y 3’AOX. Se muestra el tamaño de los fragmentos 
amplificados mediante PCR. 
 
 
Tabla XX.Condiciones de la Reacción en Cadena de la Polimerasa para 
verificar la integración del cassette de expresiónen el genoma de 
P. pastoris. 
Etapa Ciclos Temperatura °C Tiempo 












3 1 Extensión final 72 10 min 
4 1 Refrigeración final  4 Indefinido 
 
 
6.7.4. Caracterización fenotípica (fenotipo ANT+) de las cepas recombinantes 
KM71ANT 
La caracterización fenotípica (fenotipo ANT+) de las cepas recombinantes KM71ANT 
construidas se llevó a cabo evaluando la inducción del gen heterólogo (gen sintético que 
codifica para la tanasa de A. niger GH1) en cultivos en condiciones de inducción de una 
de las cepas recombinantes y evaluando la producción extracelular de tanasa a través de 
la concentración de proteínas totales y la actividad volumétrica de tanasa en el medio de 









Fragmento  antgs TT
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6.7.4.1. Cultivo bajo condiciones de inducción del gen heterólogo de las cepas 
KM71ANT 
Los cultivos de las cepas KM71ANT construidas se realizaron en tres fases descritas a 
continuación. La composición de los medios y las condiciones de cultivo se describen en 
las tablas XXI y XXII. Fase de activación: Esta fase fue constante para todos los 
ensayos realizados en la cual la cepa se reactivó en un medio rico (YPD) a partir de la 
cepa conservada en YPD suplementado con glicerol a una concentración final de 15%. 
En un tubo Corning de 50 mL de capacidad (Corning Cat. No. 430829) conteniendo 10 
mL de YPD, se inocularon 100 µL del cultivo en conserva y se incubó a 30°C durante 
24 h con agitación constante de 250 rpm en una incubadora de agitación Environ Shaker 
de Lab-Line. Fase de crecimiento: Las células una vez reactivadas en YPD se utilizaron 
como inóculo para realizar un cultivo en BMG (buffer de fosfatos 100 mM, YNB 
1.34%, glicerol 1%, biotina 4 x 10-5%), el cual se realizó en matraces de 6000 mL 
conteniendo 600 mL de BMG. El cultivo se ajustó a una DO600 inicial de 0.3 y se incubó 
a 30°C con agitación constante de 250 rpm hasta alcanzar una DO600final de 6-8 en un 
tiempode 12 h. Fase de inducción: La biomasa obtenida en BMG se recuperó por 
centrifugación a 4000 rpm, se resuspendió en 120 mL de medio BMM (buffer de 
fosfatos 100 mM, YNB 1.34%, biotina 4 x 10-5%) con metanol al 0.75% (cada 24 h), y 
se incubó a 30°C y 250 rpm. Las condiciones de cultivo fueron constantes y la 
composición del medio de inducción se describe en las tablas XXIII y XXIV. Del 
cultivo realizado se tomó muestra al final de la fase de inducción, se centrifugó a 4000 
rpm durante 10 min y al medio de cultivo libre de células se le determinó proteínas 
totales (sección 6.7.4.2., Tabla XXIII) y se detectó el producto recombinante por geles 
de SDS-poliacrilamida (ver sección 6.8.5., Tabla XXVIII). También se realizó una 
caracterización bioquímica de la tanasa producida en extractos semipurificados del 










Tabla XXI.Composición de los medios de cultivo utilizados. 
Medio de cultivo Composición Final 
BMG Buffer de fosfatos 100 mM pH 6.0, glicerol 1%, base de 
nitrógeno de levadura (YNB) 0.34%, biotina 4 X 10-5 %. 
BMM Buffer de fosfatos 100 mM pH 6.0, metanol 0.75%, base 
nitrogenada de levadura (YNB) 1.34%, biotina 4 X 10-5 %. 
 
 
Tabla XXII. Resumen de las condiciones experimentales de los cultivos en matraz de 
KM71ANT. 
Ensayo Fase de  
Crecimiento 






- BMG 600 mL 
- DO600 inicial: 0.3 
- DO600 final: 6-8 
BMM: 120 mL 
DO600 inicial: 25-30 
Tiempo de inducción: 48 h 
Metanol: 0.75% cada 24 h 




Figura 9. Representación esquématica del protocolo experimental para los 
cultivos de la determinación del fenotipo ANT+ y la posterior 
caracterización bioquímica de la enzima producida 
 
6.7.4.2. Concentración de proteínas totales en el medio de cultivo libre de células 
En la determinación de las proteínas totales extracelulares, se utilizaron las muestras del 




6-10 600 mL BMG
DO600 inicial = 0.3
120 mL Medio
Inducción: BMM
MeOH 0.75% c/24 horas













las condiciones de cultivo realizadas de acuerdo al procedimiento descrito (Tablas XXI 
y XXII). 
La concentración de proteínas extracelulares totales se determinó midiendo en un 
espectrofotómetro (Beckman Coulter) la absorbancia a 595 nm que se presenta por la 
formación de un complejo azul entre proteínas y el azul brillante de Coomassie G-250. 
Se empleó ASB (albúmina sérica bovina) como estándar de concentración en un 
intervalo de 0-45 µg/mL (Bradford, 1976). A continuación se describe el método 
empleado: se pesaron 5 mg de ASB en un matraz de aforación de 5 mL y se aforó con 
agua destilada (ASB 1 mg/mL); se colocaron 250 µL de esta solución en un matraz de 
aforación de 5 mL y se aforó a 5 mL con agua destilada (50 µg/mL). Para el caso del 
reactivo de Coomassie se disolvieron 10 mg del colorante azul brillante de Coomassie 
G-250 en 5 mL de etanol al 95%. Se agitó vigorosamente y se agregaron 10 mL de ácido 
fosfórico al 85%. Se mezcló vigorosamente por 20-30 min, se llevó a 100 mL con agua 
destilada, se agitó por 20-30 min y se filtró con papel Whatman No. 1 para eliminar el 
colorante no disuelto. Se realizó la curva de calibración por triplicado mezclando un 
volumen determinado de la solución de ASB 50 µg/mL, otro volumen determinado de 
agua destilada y 800 µL de solución de reactivo de Coomassie, tal como se describe en 
la tabla XXV y determinando la absorbancia de la mezcla a una longitud de onda de 595 
nm. Se mezclaron 200 µL de muestra y 800 µL de solución de reactivo de Coomassie y 
se determinó la absorbancia a 595 nm de la mezcla. El cálculo de la concentración de 
proteínas en el medio de cultivo se realizó por interpolación matemática del valor de 
absorbancia de la muestra en la recta de calibración y teniendo en cuenta el factor de 
dilución de la muestra. 
 
Tabla XXIII.Mezcla de reacción para la determinación de la curva de calibración 
del método de Bradford. 
Estándar 
(µg/mL) 




Blanco 0 200 
5.0 20 180 
7.5 30 170 
15.0 60 140 
22.5 90 110 
30.0 120 80 
45.0 180 20 
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6.7.4.3. Determinación de la actividad enzimática de tanasa 
La determinación de la actividad enzimática de tanasa se llevó a cabo mediante una 
modificación del método descrito por Sharma (Sharma et al., 2000). Esta determinación 
enzimática consiste en la medición del ácido gálico liberado durante la reacción 
enzimática utilizando como sustrato un éster del ácido gálico como el metilgalato. La 
medición del ácido gálico liberado se basa en la formación de un cromóforo entre dicho 
ácido y la 2-tio-4-cetotiazolidina, también conocida como rodanina (Figura 10). El 
sustrato utilizado para la reacción enzimática fue el 3,4,5-trihidroxibenzoato de metilo 
(metilgalato, Sigma Aldrich Corporation, Cat. No. 274194-5G, P.M. 184.15 g/mol). La 
reacción enzimática se realizó incubando 5 min a 30ºC empleando distintas diluciones 
de la enzima (muestra) para determinar a qué concentración de enzima la generación de 
producto es directamente proporcional a la concentración de enzima. Para cada uno de 
los ensayos se consideraron dos blancos como se muestra en la Tabla XXVI. El blanco 
de sustrato se incluye para asegurarse que el sustrato (metilgalato) no libera ácido gálico 
espontáneamente durante la reacción o si lo hace sea en baja proporción. El blanco de 
muestra se incluye para considerar la posible concentración del ácido gálico presente en 
la muestra o liberado espontáneamente durante la reacción en ausencia de la enzima. La 
absorbancia de ambos blancos hay que tomarlas en consideración al momento de 
realizar los cálculos de la actividad enzimática de tanasa (Figura 10). 
En la Tabla XXVI se muestra los volúmenes empleados para la mezcla de 
reacción así como los tiempos de incubación necesarios para la determinación actividad 
enzimática de tanasa. 
Para cada ensayo de actividad enzimática se realizó una curva de calibración con 
triplicados de 6 estándares de ácido gálico (P.M. 170.12 g/mol, Sigma Aldrich 
Corporation Cat. No. G7384-100G) de diferentes concentraciones. La mezcla de 






Figura 10. Representación general de las reaccion para la determinación de 





Figura 11. Representación general de la determinación de actividad 
enzimática de tanasa. Se describe el procedimiento para la determinación de la 
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Ácido gálico 0 0 0 125
Metilgalato 5 
mM
62.5 0 62.5 0
Buffer  de 
actividad
62.5 62.5 0 0
Muestra 0 62.5 62.5 0




Cultivo en BMM 
de KM71Antgs
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Tabla XXIV. Mezcla de reacción e incubación para la determinación actividad enzimática de tanasa. 
Reactivo/ 











125 µL de  
Ácido gálico 
Metilgalato*(10 mM) 














Incubación 30°C, 5 min 30°C, 5 min 
Rodanina metanólica*** (µL) 75 75 
Incubación 30°C, 5 min 30°C, 5 min 
KOH 0.5 N (µL) 50 50 
Incubación 30°C, 5 min 30°C, 5 min 
Agua bidestilada (µL) 1000 1000 
Incubación 30°C, 10 min 30°C, 10 min 
Lectura 520 nm 520 nm 
*Sustrato: Metilgalato 10mM en buffer de citratos 50 mM, pH 5.0** Buffer de reacción: Buffer de citratos 50 mM, pH 5.0 
*** Rodanina metanólica: 0.667% (p/v) en metanol**** Ácido gálico 543.4 µM en buffer de citratos (50 mM, pH 5.0) 
 
 
Tabla XXV.Curva de calibración para la determinación de ácido gálico 




Ácido gálico en 







0.0 0 125 125 
0.12 25 100 125 
0.24 50 75 125 
0.35 75 50 125 
0.47 100 25 125 
0.59 125 0 125 
 
Para cuantificar el ácido gálico liberado se restaron las absorbancias del blanco 
de muestra (Abs520blanco muestra) y blanco de sustrato (Abs520blanco sustrato) a la absorbancia de 
la muestra (Abs520muestra), y así calcular la absorbancia que genera el ácido gálico 
liberado en la reacción enzimática (AbsAGL). Con este valor de incremento de 
absorbancia se calculó la concentración del ácido gálico liberado (CAGL) mediante una 
interpolación matemática en una curva estándar de 0.0 a 0.59 µM de ácido gálico en 
buffer de citratos. En las ecuaciones 2 y 3 se muestran el cálculo de la absorbancia y 




AbsAGL=Abs520muestra-Abs520 blanco muestra-Abs520blanco sustrato 
 
Ecuación 2. Cálculo de la absorbancia del ácido gálico liberado. 
 
 
CAGL mM= AbsAGL    
Ecuación 3. Cálculo de la concentración de ácido gálico liberado. 
 
 
Donde m y b son la pendiente y la coordenada en el origen de ordenadas de la 
recta de calibración, respectivamente. 
Una unidad de tanasa (U) se definió como la cantidad de enzima necesaria para 
liberar 1 µmol de ácido gálico por min bajo las condiciones del ensayo (pH 5, 30°C). Por 




( ) FDmMC0.4AVT(U/mL) AGL ⋅⋅=
 
Ecuación 4. Cálculo de la actividad volúmetrica de tanasa. 
 
 
Donde AVT es la actividad volumétrica de tanasa en U/mL, CAGL es la 
concentración del ácido gálico liberado en la rección enzimática expresada en mM, FD 
es el factor de dilución de la muestra antes de hacer el ensayo enzimático y 0.4 es un 
factor que proviene del volumen de la reacción enzimática (0.125 mL) entre el tiempo de 
reacción (5 min) y dividido entre el volumen de muestra (0.0625 mL). 
 
6.7.4.4. Producción de tanasa extracelular en cultivos de KM71ANT en condiciones 
de inducción del gen heterólogo 
Para la determinar la producción de tanasa extracelular en cultivos en condiciones de 
inducción del gen heterólogo, se determinó la actividad enzimática volumétrica de 
tanasa extracelular de cultivos en BMM de una de las cepas construidas, realizando los 
cultivos de acuerdo al procedimiento descrito previamente (Sección 6.7.4.1). Las 
muestras para el análisis enzimático fueron colectadas a las 48 h de inducción. El medio 
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de cultivo libre de células (muestra) se diluyó 1:5 en buffer de reacción para actividad de 
tanasa (buffer de citratos 50 mM, pH 5.0). 
La reacción enzimática se realizó por triplicado de la siguiente manera.Todas las 
soluciones se pre-incubaron a 30°C durante 10 min. En un tubo de microcentrífuga de 
2.0 mL se agregaron 62.5 µL de sustrato (metilgalato 10mM en buffer de citratos 50 
mM, pH 5.0) y 62.5 µL de la muestra diluida previamente con buffer de reacción para 
actividad de tanasa (buffer de citratos 50 mM, pH 5.0) (Tabla XXVII). La mezcla de 
reacción (sustrato y muestra) junto con sus blancos correspondientes (Figura 11) se 
incubaron a 30ºC por 5 min en un bloque de calentamiento (Thermomixer). El blanco de 
sustrato fue preparado con sustrato (metilgalato 10 mM en buffer de citratos 50 mM, pH 
5.0) y buffer de reacción (buffer de citratos 50 mM, pH 5.0), mientras que el blanco de 
muestra fue preparado con buffer de reacción (buffer de citratos 50 mM, pH 5.0) más la 
muestra diluida 1:5 en buffer de actividad (buffer de citratos 50 mM, pH 5.0), como se 
describió en laTabla XXIV. La reacción se detuvo añadiendo 75 µL de Rodanina 
metanólica (Sigma Aldrich Corporation Cat. No. 118192-25G) al 0.667% (p/v) en 
metanol absoluto e incubando por 5 min a 30°C. Posteriormente se adicionaron 50 µL de 
KOH 0.5 N (Fermont Cat. No. PQ36842) y se incubó por 5 min a 30°C. Transcurrido 
este tiempo, se agregó a esta mezcla 1 mL de agua ultrapura y se incubó finalmente por 
10 min a 30°C. Para la determinación del ácido gálico libre se realizó una curva de 
calibración de acuerdo a la Tabla XXV, tanto las muestras como los estándares de 
calibración se incubaron a 30°C en un bloque de calentamiento (Thermomixer R, 
Eppendorf). Posteriormete se realizó la medición de absorbancia a 520 nm en un 
espectrófotometro Beckman Coulter DU650, calibrado a cero con el primer estándar (sin 
ácido gálico). 
 
6.8. Caracterización bioquímica de la tanasa de A. niger GH1 recombinante 
6.8.1. Estrategia experimental 
La caracterización bioquímica de la tanasa de A. niger GH1 recombinante (Figura 12) se 
realizó a partir de una preparación enzimática obtenida por concentración por 
ultrafiltración del medio de cultivo libre de células de los cultivos en condiciones de 
inducción del gen heterólogo. Se evaluaron los siguientes parámetros: la masa molecular 
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aparente, la presencia de posibles N-glicosilaciones, la presencia de una posible 
estructura bicatenaría de la tanasa producida, el efecto del pH y la temperatura en la 
actividad enzimática de la tanasa, la estabilidad de la enzima a 4 y 30°C, la actividad 





Figura 12. Representación esquemática de la estrategia experimental para la 
caracterización bioquímica. Se muestran cada una de las etapas realizadas para la 
caracterización bioquímica de la tanasa recombinante producida. 
 
 
6.8.2. Concentrado enzimático de la tanasa de A. niger GH1 recombinante 
Se obtuvo una preparación enzimática mediante concentración y desalado por 
ultrafiltración del medio de cultivo libre de células de los cultivos en condiciones de 
inducción del gen heterólogo (sección 6.7.4.1) con la cepa KM71ANT. Primeramente se 
separaron los sobrenadantes de las células mediante centrifugación a 4000 rpm y 4°C 
durante 10 min. Cincuenta mL de sobrenadante se vertieron en un dispositivo de 
ultrafiltración (Centricon Plus-70, Millipore) y se centrifugaron a 3500 g y 4°C por 20 
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min. Al finalizar, el dispositivo de ultrafiltración se invirtió, se colocó en el colector de 
muestra y se centrifugó a 1000 g y 4°C durante 2 min obteniéndose 1 mL de 
concentrado, el cual fue lavado mediante 2 centrifugaciones sucesivas con 1 mL cada 
una de buffer de citratos 50 mM pH 5.0. El concentrado final se almacenó a -20°C hasta 
su posterior uso. 
El concentrado de tanasa obtenido por ultrafiltración se caracterizó determinando 
la concentración de proteínas por el método de Bradford (Sección 6.7.4.2) y la actividad 
volumétrica de tanasa mediante la metodología descrita en la sección 6.7.4.3. 
 
6.8.3. Determinación de la masa molecular aparente de la tanasa de A. niger GH1 
recombinante 
La determinación dela masa molecular aparente de la tanasa de A. niger GH1 
recombinante producida se llevó a cabo mediante electroforesis en geles de SDS-
poliacriamida (SDS-PAGE) siguiendo el procedimiento que se describe en la 
sección6.8.5. 
 
6.8.4. Presencia de posibles N-glicosilaciones en la tanasa de A. niger GH1 
recombinante 
Para determinar presencia de posibles N-glicosilaciones en la tanasa de A. niger GH1 
recombinante se evaluó el cambio de movilidad electroforética en geles de SDS-PAGE 
después del tratamiento de 15 µg de la tanasa recombinante con la glicosidasa endo Hf 
(New England Biolabs). Como controles del ensayo se emplearon el concentrado 
enzimático de tanasa sin adicionar la endo Hf, y un control adicional con todos los 
componentes de la reacción excepto el concentrado de tanasa, ajustando el volumen final 
con agua ultrapura. Inicialmente se realizó una desnaturalización de la tanasa en buffer 






Tabla XXVI. Reactivos empleados en la reacción de 
desnaturalización. 
Reactivos Volumen(µL) 
Concentrado enzimático de tanasa 
(831.4 ng/µL de proteínas) 




Volumen final 20.0 
 
 
Posteriormente, a la mezcla de la reacción de desnaturalización de la tanasa, así 
como a sus respectivos controles se agregaron los componentes necesarios para la 
reacción de N-desglicosilación (Tabla XXVII) y se incubaron a 37°C por 1 h en un 
termociclador. Finalmente los tubos con la mezcla de reacción de N-desglicosilación se 
almacenaron a -20°C hasta que se analizaron por SDS-PAGE (sección 6.8.5). 
 
Tabla XXVII.Reactivos empleados en la reacción de N-
desglicosilación. 
Reactivos Volumen (µL) 
Mezcla de desnaturalización (Tabla XXVII) 
Buffer de reacción G5 NEB (10X) 




Volumen final 20.0 
 
 
6.8.5. Análisis de proteínas por SDS-PAGE 
El ensayo de N-desglicosilación fue analizado por SDS-PAGE empleando un gel de 
poliacrilamida al 12% como gel separador (Sambrook et al., 1989) (ver tabla XXVIII). 
Un volumen de 10 µLde cada una de las muestras (endo Hf, y concentrado enzimático de 
tanasa sin tratar y tratado con endo Hf) fueron incubadas con 10 µL de buffer de carga 
2X (Sigma Num Cat. S3401-1VL) a 95°C por 5 min y posteriormente la mezcla total fue 
aplicada en el gel de poliacrilamida. Una vez colocadas las muestras en el gel, se aplicó 
una corriente eléctrica de 10 mA (para la fase concentradora) hasta que el colorante azul 
penetró en el gel separador (20-30 min). Se cambió la corriente eléctrica a 15 mA y se 
continuó la electroelución por 1 h. Posteriormente, el gel fue desensamblado y colocado 
en un recipiente de plástico conteniendo solución fijadora (metanol 50% v/v, ácido 
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acético 10% v/v en agua ultrapura) y permaneció en éste durante 1 h. Se retiró el gel de 
la solución fijadora, se tiñó con una solución colorante de Coomassie (Azul brillante de 
Commassie 0.5% p/v, metanol 50% v/v, ácido acético 10% v/v, en agua ultrapura) 
durante 30 min, y posteriormentese transfirió a la solución decolorante (metanol 5% v/v, 
ácido acético 7% v/v, en agua ultrapura). El gel permaneció en esta solución toda la 
noche hasta que se observaron bandas azules de proteínas en un fondo claro del gel, y se 
tomó una fotografía digital con un sistema de fotodocumentación Kodak EDAS 290 
3UV Transiluminator. El tiempo de exposición fue de 1/0.8 s. En la Tabla XXVIII se 
muestran los volúmenes para la realización de los geles de poliacrilamida. 
 
 









Tris-HCl/SDS pH 6.8 















Volumen final 2000 8000 
 
 
6.8.6. Efecto del pH sobre la actividad enzimática de la tanasa de A. niger GH1 
recombinante 
Primeramente se prepararon los siguientes buffers: 250 mM glicina-HCl (pH 2.5), 50 
mM citrato de sodio (pH 4.0, 5.0 y 6.0) y 100 mM Tris-HCl (pH 7.5 y 9.0), y se 
determinó el efecto del pH en la actividad enzimática de la tanasa de A. niger GH1 
recombinante empleando una dilución 1:500 del concentrado enzimático de tanasa 
(sección 6.8.2) con cada uno de los buffers descritos. Posteriormente, se determinó la 
actividad enzimática de tanasa mediante el procedimiento descrito previamente en la 
sección 6.7.4.3 con la diferencia que en este caso la reacción enzimática se realizó a pH 
2.5, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 y 9.0, utilizando cada uno de los buffers preparados y una 
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temperatura de incubación de 30°C. El resto del procedimiento se continuó como en la 
tabla XXIV. 
 
6.8.7. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática de la tanasa de A. 
niger GH1 recombinante 
Se determinó el efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática de la tanasa de A. 
niger GH1 recombinante producida en P. pastoris empleando una dilución 1:500 del 
concentrado enzimático de tanasa (sección 6.8.2) con buffer de citratos 50 mM pH 5.0 
como diluyente. Se siguió el procedimiento descrito previamente en el punto 6.7.4.3 con 
la diferencia que en este caso la reacción enzimática se realizó a 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 
70°C utilizando el buffer de citratos 50 mM (pH 5.0). 
 
6.8.8. Estabilidad de la tanasa de A. niger GH1 recombinante 
Para evaluar la estabilidad de la tanasa de A. niger GH1 recombinante, se determinó la 
actividad residual de la tanasa producida en P. pastoris después de almacenar el 
concentrado enzimático de tanasa a 4 y 30°C. Primeramente, a partir del concentrado 
enzimático de tanasa se preparó una dilución 1:500 en buffer de citratos 50 mM (pH 
5.0). A continuación se determinó la actividad volumétrica de tanasa de cada una de las 
muestras mediante el procedimiento descrito previamente en la sección 6.7.4.3. 
Enseguida las alícuotas de las diluciones se incubaron a 4 y 30°C por 120 h y se 
determinó la actividad enzimática de tanasa cada 24 h de incubación. Finalmente, se 
calculó la actividad residual de tanasa empleando la siguiente ecuación: 
 
ART  AVTtAVT0 •100 
 
Ecuación 5. Cálculo de la actividad residual de tanasa. 
 
Donde ART es la actividad residual de tanasa en porcentaje, AVTt es la actividad 
volumétrica de tanasa en U/mL después de incubar a 4 ó 30°C por un tiempo 
determinado, y AVT0 es la actividad volumétrica de tanasa inicial en U/mL. 
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6.8.9. Determinación de la actividad específica de la tanasa de A. niger GH1 
recombinante 
Primeramente, se purificó la tanasa presente en el concentrado enzimático de tanasa 
(sección 6.8.2) usando el sistema de Cromatografía Biológico (BioRad, Hercules, CA), y 
la columna de intercambio aniónico HiTrap Q FF(GE Healthcare Bio-Sciences AB, 
Uppsala, Sweden) equilibrada con buffer A (buffer de citratos 50 mM, pH 5.0). Las 
proteínas fueron eluidas con buffer B(buffer de citratos 50 mM, pH 5.0, NaCl 1 M) 
usando un gradiente de elución escalonado (0-10 min, 100% buffer A; 10-11 min, 0-5% 
buffer B; 11-17 min, 5% buffer B; 17-18 min, 5-35% buffer B; 18-30 min, 35% buffer 
B; 30-31 min, 35-60% buffer B; 31-36 min, 60% buffer B; 36-38 min, 60-100% buffer 
B; y 38-43 min, 100% buffer B) a una velocidad de elución de 1 mL/min. Finalmente, se 
colectaron fracciones de 1.4 mL y de cada fracción se determinó la concentración de 
proteínas por el método de Bradford (sección 6.7.4.2) y la actividad volumétrica de 
tanasa (sección 6.7.4.3). 
Finalmente, el valor más alto del cociente de la actividad volumétrica de tanasa y 
la concentración de proteínas totales de cada una de las fracciones cromatográficas se 
consideró como la actividad específica de la tanasa purificada, según la ecuación que se 
muestra a continuación: 
 
 
Actividad específica U/mg= AVT
CP  •1000 
 




Donde la concentración de proteínas (CP) en una fracción cromatográfica se 
expresa en µgProteína/mL y la actividad volumétrica de tanasa (AVT) se expresa en U/mL. 
El factor 1000 corresponde al factor de conversión de µg a mg. 
 
 68
6.8.10. Constates cinéticas de la tanasa de A. niger GH1 recombinante 
Las constantes cinéticas de la tanasa recombinante fueron determinadas mediante 
ensayos de actividad enzimática a 20 y 30°C usando el metilgalato como sustrato a 
diferentes concentraciones (0.082, 0.6, 1.32, 2.36, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 y 10.0 mM para 
las determinaciones a 20ºC y de 0.082, 0.6, 1.32, 2.36, 5.0 mM para las determinaciones 
realizadas a 30ºC). Los valores de actividad de tanasa fueron ajustados a la ecuación de 
Michaelis-Menten mediante el uso del programa DataFit 8.2.79 (Oakdale Engineering, 








7.1. Determinación de la secuencia nucleotídica y aminoacídica de la tanasa nativa 
de Aspergillus niger GH1 
7.1.1. Obtención del DNA genómicopara la amplificación y determinación de la 
secuencia nucleotídica que codifica para la tanasa de la cepa GH1 de Aspergillus 
niger 
En la Figura 13 se muestra el gel de agarosa de la preparación de DNA genómico de A. 
niger GH1 requerido para la amplificación de la secuencia codificante de la tanasa de A. 
niger GH1 y posterior clonación y determinación de su secuencia nucleotídica. La 
presencia de única banda a un tamaño molecular mayor de 10,000 pb sin barrido 
confirmó la integridad del DNA genómico. 
 
 
Figura13. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X del DNA 
genómico aislado de la cepa de A. niger GH1.M: Marcador de tamaño 
molecular (HyperLadder I); Carril 1: DNA genómico aislado de A. niger 
GH1. 
 
7.1.2. Síntesis por PCR del fragmento ANTGH1 
En la Figura 14 se muestra un gel de agarosa del resultado positivo de la PCR para la 
síntesis del fragmento ANTGH1realizada a partir del DNA genómico de A. niger GH1 y 
los oligonucleótidos 5’TanX y 3’TanAV.La presencia de una única banda de 1686 
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pbcorrobó el diseño correcto de los iniciadores y las condiciones del programa térmico 
establecidas para la síntesis del fragmento ANTGH1. 
 
 
Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X del 
producto amplificado correspondiente a la síntesis del fragmento 
ANTGH1 empleando GoTaq DNA polimerasa. M: Marcador de tamaño 
molecular (HyperLadder I); Carril 1: Control negativo de la PCR (sin 
DNA); Carril 2: Producto amplificado de 1686 pb correspondiente al 
fragmento ANTGH1 (1686 pb). 
 
 
7.1.3. Construcción y caracterización del vector pGEMANTGH1 
En la transformación con el producto de ligación de pGEM con el fragmento ANTGH1 
se obtuvieron 10 colonias blancas, de las cuales de 5 colonias se extrajeron sus DNA’s 
plasmídicos y fueron caracterizados mediante PCR. En la figura 16 se muestra un gel de 
agarosa al 0.8% de los DNA’s plasmídicos de 5 colonias provenientes de la 
transformación con el producto de ligación de pGEM con el fragmento ANTGH1 
sintetizado con GoTaq DNA polimerasa. Claramente se pudo observar las distintas 
conformaciones características de los DNA’s plasmídicos (pGEMANTGH1) que 
corresponden a formas relajadas, enrolladas y superenrolladas. Así mismo también se 
observó su pureza en las preparaciones y la auscencia de RNA. Con cada una de estas 
preparaciones se llevó a cabo la caracterización mediante PCR y secuenciación. 
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de la 
integridad del DNA plasmídico aislado de clonas transformadas con el 
producto de la ligación de el vector pGEM y el fragmento 
ANTGH1.CarrilM: Marcador de tamaño molecular (HyperLadder I); Carriles 




En la Figura 16 se muestra la electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de los 
resultados de la caracterización por PCR del DNA plasmídico de cinco colonias 
transformadas que deberían contener el vector pGEMANTGH1, empleando los 
oligonucleótidos específicos para la secuencia codificante de tanasa de A. niger GH1 
(carriles 3-8). La presencia de una banda de 1686 pb, el mismo tamaño que el control 
positivo del ensayo de PCR (DNA genómico de A. niger GH1, carril 2), confirmó la 
presencia del fragmento ANTGH1 en los plásmidos de las cinco transformantes. 
 
 
Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X del 
producto amplificado correspondiente a la síntesis del fragmento 
ANTGH1 empleando GoTaq DNA polimerasa.Carril M: Marcador de 
tamaño molecular (HyperLadder I); Carril 1: Control negativo (Sin 
DNA); Carril 2: Control positivo I (DNAg de A. niger GH1 con oligos 
internos pertenecientes a una región conservada). Carril 3: Control positivo 
II (DNAg de A. niger GH1con oligos usados para la clonación en pGEM). 
Carriles 4 a 8: DNA plasmídico de 5 colonias transformantes, donde se 
observan las 5 cepas positivas para la amplificación del fragmento ANTGH1. 
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Las colonias que resultaron positivas para la amplificación del fragmento 
ANTGH1 se propagaron y a partir de éstas se realizaron preparaciones de DNA 
plasmídico en cantidad suficiente para llevar a cabo los ensayos de secuenciación. 
 
7.1.4. Secuenciación del gen que codifica para la tanasa de A. niger GH1 
En las Figuras 17 y 18 se muestra el alineamiento con las cinco secuencias obtenidas con 
los oligonucleótidos universales de pGEM T7 y SP6, respectivamente. Con estos 
alineamientos, se obtuvo una secuencia nucleotídica parcial que sirvió de molde para el 
diseño de los oligonucleótidos centrales 5’TanC1 y 3’TanC2 (regiones en verde y 
subrayadas). 
 
                    10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
C1-2 T7  ATTCCTAGGTTAAAAAACGGGCATCTTGAAAGCATCAAAAGTGTAGTCCCAAGTAGCAAGGGACTTGGAGTCGTGAACACAAGAGAAGCTGGAGTTGCTG 
C2-2 T7  ATTCCTAGGTTAAAAAACGGGCATCTTGAAAGCATCAAAAGTGTAGTCCCAAGTAGCAAGGGACTTGGAGTCGTGAACACAAGAGAAGCTGGAGTTGCTG 
C3-2 T7  -ATTCTAGGTTAAAAAACGGGCATCTTGAAAGCATCAAAAGTGTAGTCCCAAGTAGCAAGGGACTTGGAGTCGTGAACACAAGAGAAGCTGGAGTTGCTG 
C4-2 T7  ------------------GGGCATCTTGAAAGCATCAAAAGTGTAGTCCCAAGTAGCAAGGGACTTGGAGTCGTGAACACAAGAGAAGCTGGAGTTGCTG 
C5-1 T7  ATTCCTAGGTTAAAAAACGGGCATCTTGAAAGCATCAAAAGTGTAGTCCCAAGTAGCAAGGGACTTGGAGTCGTGAACACAAGAGAAGCTGGAGTTGCTG 
ConsensusAWTYCTAGGTTAAAAAACGGGCATCTTGAAAGCATCAAAAGTGTAGTCCCAAGTAGCAAGGGACTTGGAGTCGTGAACACAAGAGAAGCTGGAGTTGCTG 
 
                   110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
C1-2 T7  TTCCAGAGGGGACGAGAAGGCCACTGGCAAAGCATCTGGGTCTCACCAGCATAGGTGCCGGAGGAGACGGTGGCGTTGAGGCGGGAAGGCTTGTTGCCGT 
C2-2 T7  TTCCAGAGGGGACGAGAAGGCCACTGGCAAAGCATCTGGGTCTCACCAGCATAGGTGCCGGAGGAGACGGTGGCGTTGAGGCGGGAAGGCTTGTTGCCGT 
C3-2 T7  TTCCAGAGGGGACGAGAAGGCCACTGGCAAAGCATCTGGGTCTCACCAGCATAGGTGCCGGAGGAGACGGTGGCGTTGAGGCGGGAAGGCTTGTTGCCGT 
C4-2 T7  TTCCAGAGGGGACGAGAAGGCCACTGGCAAAGCATCTGGGTCTCACCAGCATAGGTGCCGGAGGAGACGGTGGCGTTGAGGCGGGAAGGCTTGCTGCCGT 
C5-1 T7  TTCCAGAGAGGACGAGAAGGCCACTGGCAAAGCATCTGGGTCTCACCAGCATAGGTGCCGGAGGAGACGGTGGCGTTGAGGCGGGAAGGCTTGTTGCCGT 
ConsensusTTCCAGAGRGGACGAGAAGGCCACTGGCAAAGCATCTGGGTCTCACCAGCATAGGTGCCGGAGGAGACGGTGGCGTTGAGGCGGGAAGGCTTGYTGCCGT 
 
                   210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
C1-2 T7  TCTCAACCCAGTCGATCATGATCTCCATGTTGTCCTCGGGGTAAGGACCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCGCCGGGGACGAGGTAGAG 
C2-2 T7  TCTCAACCCAGTCGATCATGATCTCCATGTTGTCCTCGGGGTAAGGACCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCGCCGGGGACGAGGTAGAG 
C3-2 T7  TCTCAACCCAGTCGATCATGATCTCCATGTTGTCCTCGGGGTAAGGACCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCGCCGGGGACGAGGTAGAG 
C4-2 T7  TCTCAACCCAGTCGATCATGATCTCCATGTTGTCCTCGGGGTAAGGACCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCGCCGGGGACGAGGTAGAG 
C5-1 T7  TCTCAACCCAGTCGATCATGATCTCCATGTTGTCCTCGGGGTAAGGACCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCACCAGGGACGAGGTAAAG 
ConsensusTCTCAACCCAGTCGATCATGATCTCCATGTTGTCCTCGGGGTAAGGACCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCRCCRGGGACGAGGTARAG 
 
                   310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
C1-2 T7  CTGGTACCAGTTGGACATATCCTGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGGCCTGACGGACAGACTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGTG 
C2-2 T7  CTGGTACCAGTTGGACATATCCTGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGGCCTGACGGACAGACTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGTG 
C3-2 T7  CTGGTACCAGTTGGACATATCCTGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGGCCTGACGGACAGACTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGTG 
C4-2 T7  CTGGTACCAGTTGGACATATCCTGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGGCCTGACGGACAGACTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGTG 
C5-1 T7  CTGGTACCAGTCGGACATATCCTGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGGCCTGACGGACAGCCTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGTA 
ConsensusCTGGTACCAGTYGGACATATCCTGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGGCCTGACGGACAGMCTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGTR 
 
                   410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
C1-2 T7  GGGATACTGGGGTCGGATTCACCATGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATGT 
C2-2 T7  GGGATACTGGGGTCGGATTCACCATGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATGT 
C3-2 T7  GGGATACTGGGGTCGGATTCACCATGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATGT 
C4-2 T7  GGGATACTGGGGTCGGATTCACCATGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATGT 
C5-1 T7  GGGATACTGGGGTCGGATTCACCGTGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATGT 
ConsensusGGGATACTGGGGTCGGATTCACCRTGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATGT 
 
                   510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
C1-2 T7  AGCGAATCATACCGATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTGACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGGT 
C2-2 T7  AGCGAATCATACCGATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTGACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGGT 
C3-2 T7  AGCGAATCATACCGATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTGACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGGT 
C4-2 T7  AGCGAATCATACCGATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTGACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGGT 
C5-1 T7  AGCGAATCATACCAATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTAACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGGT 
ConsensusAGCGAATCATACCRATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTRACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGGT 
 
                   610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
C1-2 T7  AACGTACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGAGTCGTACTCGG-TGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCCA 
C2-2 T7  AACGTACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGAGTCGTACTCNGGTGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCCA 
C3-2 T7  AACGTACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGAGTCGTACTCGG-TGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCCA 
C4-2 T7  AACGTACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGAGTCGTACTCGG-TGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCCA 
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C5-1 T7  CACATACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGAATCGTACTCGG-TGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCCA 
ConsensusMACRTACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGARTCGTACTCGGGTGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCCA 
 
                   710       720       730       740       750       760       770       780       790       800          
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
C1-2 T7  CGAGAGGTAAGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGACCGTCGTAGATGGCCTGGGCNANANCACACCNTCAGCGGTGACGC------------------ 
C2-2 T7  CGAGAGGTAAGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGACCGTCGTANATGGCCTNNNCGAGAGCACACCCTCAGCGGTGACGCTGCCGTTCTGG------- 
C3-2 T7  CGAGAGGTAAGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGACCGTCGTAGATGGCCTGGGCGANANCACACCCTCANCGGTGNNNCTGCC-------------- 
C4-2 T7  CGAGAGGTAAGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGACCGTCGTAGATGGCCTGGGCGAGANCACACC-TCAGCGGTGANNCTGCCGTTCTGGGCGGNNT 
C5-1 T7  CGAGAGGTAGGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGANCGTCGTAGATGGCCTGGGCGAGAGCACACCCTCAGCGGTGACNCTGC--------------- 
ConsensusCGAGAGGTARGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGACCGTCGTAGATGGCCTGGGCGAGAGCACACCCTCAGCGGTGACGCTGCCGTTCTGGGCGGNNT 
 
                   810       
           ....|....|....|... 
C1-2 T7  ------------------ 
C2-2 T7  ------------------ 
C3-2 T7  ------------------ 
C4-2 T7  GGTAGCTAGTANNGCTGN 
C5-1 T7  ------------------ 
ConsensusGGTAGCTAGTANNGCTGN 
 
Figura 17. Alineamiento de las cinco secuencias obtenidas con el oligonucleótido T7. En verde 
se muestra la secuencia del oligonucleótido 5’TanC1. 
 
 
                    10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
c1-2 SP6 ANNNNNAAGCTNTGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCACTAGTGATTGCCCTCGAGAAAAGAACTTCCCTGTC 
C2-2 SP6 -NANNNANGCTATGCNTCCA-CGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCACTAGTGATTGCCCTCGAGAAAAGAACTTCCCTGTC 
C3-2 SP6 --AANTNNNCTATGCATCCN-CGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCACTAGTGATTGCCCTCGAGAAAAGAACTTCCCTGTC 
C4-2 SP6 NNNNNNNGGCTNTGCATCCN-CGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCACTAGTGATTGCCCTCGAGAAAAGAACTTCCCTGTC 
c5-1 sp6 -NNANNNNGCTATGCATCCN-CGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCACTAGTGATTGCCCTCGAGAAAAGAACTTCCCTGTC 
ConsensusANAANTARGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCACTAGTGATTGCCCTCGAGAAAAGAACTTCCCTGTC 
 
                   110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
c1-2 SP6 CGATCTCTGCACTGTTTCCAATGTTCAGTCCGCCCTTCCTTCCAACGGCACCCTCCTGGGAATCAACTTGATCCCCTCCGCCGTCACTGCCAACACCGTC 
C2-2 SP6 CGATCTCTGCACTGTTTCCAATGTTCAGTCCGCCCTTCCTTCCAACGGCACCCTCCTGGGAATCAACTTGATCCCCTTCGCCGTCACTGCCAACACCGTC 
C3-2 SP6 CGATCTCTGCACTGTTTCCAATGTTCAGTCCGCCCTTCCTTCCAACGGCACCCTCCTGGGAATCAACTTGATCCCCTCCGCCGTCACTGCCAACACCGTC 
C4-2 SP6 CGATCTCTGCACTGTTTCCAATGTTCAGTCCGCCCTTCCTTCCAACGGCACCCTCCTGGGAATCAACTTGATCCCCTCCGCCGTCACTGCCAACACCGTC 
c5-1 sp6 CGATCTCTGCACTGTTTCCAATGTTCAGTCCGCCCTTCCTTCCAACGGCACCCTCCTGGGAATCAACTTGATCCCCTCCGCCGTCACTGCCAACACCGTC 
ConsensusCGATCTCTGCACTGTTTCCAATGTTCAGTCCGCCCTTCCTTCCAACGGCACCCTCCTGGGAATCAACTTGATCCCCTYCGCCGTCACTGCCAACACCGTC 
 
                   210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
c1-2 SP6 ACCGATGCCAGCTCTGGCATGGGTAGCTCCGGCTCCTACGACTACTGCAATGTCACTGTTACCTACACCCACACCGGGAAGGGTGACAAGGTTGTCGTGA 
C2-2 SP6 ACCGATGCCAGCTCTGGCATGGGTAGCTCCGGCTCCTACGACTACTGCAATGTCACTGTTACCTACACCCACACCGGGAAGGGTGACAAGGTTGTCGTGA 
C3-2 SP6 ACCGATGCCAGCTCTGGCATGGGTAGCTCCGGCTCCTACGACTACTGCAATGTCACTGTTACCTACACCCACACCGGGAAGGGTGACAAGGTTGTCGTGA 
C4-2 SP6 ACCGATGCCAGCTCTGGCATGGGTAGCTCCGGCTCCTACGACTACTGCAATGTCACTGTTACCTACACCCACACCGGGAAGGGTGACAAGGTTGTCGTGA 
c5-1 sp6 ACCGATGCCAGCTCTGGCATGGGTAGCTCCGGCTCCTACGACTACTGCAATGTCACTGTTACCTACACCCACACCGGGAAGGGTGACAAGGTTGTCGTGA 
ConsensusACCGATGCCAGCTCTGGCATGGGTAGCTCCGGCTCCTACGACTACTGCAATGTCACTGTTACCTACACCCACACCGGGAAGGGTGACAAGGTTGTCGTGA 
 
                   310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
c1-2 SP6 AGTACGCCCTGCCCGCTCCTTCCGACTTCAAGAACCGTTTCTACGTTGCCGGTGGTGGTGGTTTCTCCCTGTCCAGCGATGCTACTGGCGGTCTCGAGTA 
C2-2 SP6 AGTACGCCCTGCCCGCTCCTTCCGACTTCAAGAACCGTTTCTACGTTGCCGGTGGTGGTGGTTTCTCCCTGTCCAGCGATGCTACTGGCGGTCTCGAGTA 
C3-2 SP6 AGTACGCCCTGCCCGCTCCTTCCGACTTCAAGAACCGTTTCTACGTTGCCGGTGGTGGTGGTTTCTCCCTGTCCAGCGATGCTACTGGCGGTCTCGAGTA 
C4-2 SP6 AGTACGCCCTGCCCGCTCCTTCCGACTTCAAGAACCGTTTCTACGTTGCCGGTGGTGGTGGTTTCTCCCTGTCCAGCGATGCTACTGGCGGTCTCGAGTA 
c5-1 sp6 AGTACGCCCTGCCCGCTCCTTCCGACTTCAAGAACCGTTTCTACGTTGCCGGTGGTGGTGGTTTCTCTCTGTCCAGCGATGCTACTGGCGGTCTCGAGTA 
ConsensusAGTACGCCCTGCCCGCTCCTTCCGACTTCAAGAACCGTTTCTACGTTGCCGGTGGTGGTGGTTTCTCYCTGTCCAGCGATGCTACTGGCGGTCTCGAGTA 
 
                   410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
c1-2 SP6 CGGTGCTGCCTCCGGCGCCACCGACGCCGGCTACGACGCCTTCTCCTACAGCTATGATGAAGTCGTCCTCTACAGCAACGGCTCGATCAACTGGGATGCT 
C2-2 SP6 CGGTGCTGCCTCCGGCGCCACCGACGCCGGCTACGACGCCTTCTCCTACAGCTATGATGAAGTCGTCCTCTACGGCAACGGCTCGATCAACTGGGATGCT 
C3-2 SP6 CGGTGCTGCCTCCGGCGCCACCGACGCCGGCTACGACGCCTTCTCCTACAGCTATGATGAAGTCGTCCTCTACGGCAACGGCTCGATCAACTGGGATGCT 
C4-2 SP6 CGGTGCTGCCTCCGGCGCCACCGACGCCGGCTACGACGCCTTCTCCTACAGCTATGATGAAGTCGTCCTCTACGGCAACGGCTCGATCAACTGGGATGCT 
c5-1 sp6 CGGTGCTGCCTCCGGTGCCACCGACGCCGGCTACGACGCCTTCTCCTACAGCTACGATGAAGTCGTCCTCTACGGCAACGGCTCGATCAACTGGGATGCT 
ConsensusCGGTGCTGCCTCCGGYGCCACCGACGCCGGCTACGACGCCTTCTCCTACAGCTAYGATGAAGTCGTCCTCTACRGCAACGGCTCGATCAACTGGGATGCT 
 
                   510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
c1-2 SP6 ACTTACATGTTCTCCTACCAGGCTCTTGGTGAAATGACCAAGATCGCCAAGCCCCTGACCCGTGGTTTCTACGGTCTCTCCAGCGACAAGAAGATCTACA 
C2-2 SP6 ACTTACATGTTCTCCTACCAGGCTCTTGGTGAAATGACCAAGATCGCCAAGCCCCTGACCCGTGGTTTCTACGGTCTCTCCAGCGACAAGAAGATCTACA 
C3-2 SP6 ACTTACATGTTCTCCTACCAGGCTCTTGGTGAAATGACCAAGATCGCCAAGCCCCTGACCCGTGGTTTCTACGGTCTCTCCAGCGACAAGAAGATCTACA 
C4-2 SP6 ACTTACATGTTCTCCTACCAGGCTCTTGGTGAAATGACCAAGATCGCCAAGCCCCTGACCCGTGGTTTCTACGGTCTCTCCAGCGACAAGAAGATCTACA 
c5-1 sp6 ACTTACATGTTCTCCTACCAGGCTCTTGGTGAAATGACCAAGATCGCCAAGCCCCTGACCCGTGGTTTCTACGGTCTCTCCAGCGACAAGAAGATCTACA 
ConsensusACTTACATGTTCTCCTACCAGGCTCTTGGTGAAATGACCAAGATCGCCAAGCCCCTGACCCGTGGTTTCTACGGTCTCTCCAGCGACAAGAAGATCTACA 
 
                   610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
c1-2 SP6 CCTACTACGAGGGCTGTTCCGATGGTGGTCGTGAGGGTATGAGTCAGGTCCAGCGCTGGGGAGATGAATATGACGGTGTCATTGCCGGTGCCCCTGCCTT 
C2-2 SP6 CCTACTACGAGGGCTGTTCCGATGGTGGTCGTGAGGGTATGAGTCAGGTCCAGCGCTGGGGAGATGAATATGACGGTGTCATTGCCGGTGCCCCTGCCTT 
C3-2 SP6 CCTACTACGAGGGCTGTTCCGATGGTGGTCGTGAGGGTATGAGTCAGGTCCAGCGCTGGGGAGATGAATATGACGGTGTCATTGCCGGTGCCCCTGCCTT 
C4-2 SP6 CCTACTACGAGGGCTGTTCCGATGGTGGTCGTGAGGGTATGAGTCAGGTCCAGCGCTGGGGAGATGAATATGACGGTGTCATTGCCGGTGCCCCTGCCTT 
c5-1 sp6 CCTACTACGAGGGCTGTTCCGATGGTGGTCGTGAGGGTATGAGTCAGGTCCAGCGCTGGGGAGACGAATATGACGGTGTCATTGCCGGTGCCCCTGCCTT 
ConsensusCCTACTACGAGGGCTGTTCCGATGGTGGTCGTGAGGGTATGAGTCAGGTCCAGCGCTGGGGAGAYGAATATGACGGTGTCATTGCCGGTGCCCCTGCCTT 
 
                   710       720       730       740       750       760       770       780       790       800          
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
c1-2 SP6 CCGCTTTGCTCANCAGCNGNCCACCACGTCTTCCCTGCCACTATTGAACACACCATGNNNTACTACCCTCCCCCTT-GCGAACTTGANANNATCGTCAAC 
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C2-2 SP6 CCGCTTTGCTCANCAGCNGNCCACCACGTCTTCCCTGCCACTATTGAACACACCATGGACTACTACCCTCCCCCTTTGCGAACTTGACAAGATCGTCNAC 
C3-2 SP6 CCGCTTTGCTCAGCAGCNGNCCACCACGTCTTCCCTGCCACTATTGAACACACCATGNACTACTACCCTCCCCTT--GCGAACTTGACNAGATCGTCAAC 
C4-2 SP6 CCGCTTTGCTCANCAGCNGNCCACCACGTCTTCCCTGCCACTATTGAACACACCATGGNNTACTACCCTCCCCCTT-GCNAACTTGANANNATCGTCAAC 
c5-1 sp6 CCNCTTTGCTCNNNN--NGTTNACCACGTCTTCCCTGCCANNAT--GACACAC-ATGGACTACTACCCTCCCCTTG---NNACTTGANA-GATC-TCAAC 
ConsensusCCGCTTTGCTCAGCAGCNGTYCACCACGTCTTCCCTGCCACTATTGRACACACCATGGACTACTACCCTCCCCYTKTGCGAACTTGACAAGATCGTCAAC 
 
                   810       820       830       840          
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 
c1-2 SP6 GCTACCATCGAAGCCTGTGACC-TCTCGANGGCC--------------- 
C2-2 SP6 GCTACCATCGAAGCCTGTGANCCTCTCGACGGCCGTANCGATGGCGN-- 
C3-2 SP6 GCTACCATCGAAGCCTGTGACCCTCTCGACGGCCGTACCGATGGCG--- 
C4-2 SP6 GCTACCATCGAAGCCTGTGACC-TCTCNACGGCCGTACNATG------- 
c5-1 sp6 NN----ACCTNANCCTGTGACC-TCTCNACG-CCGTANNNGGNNNGTTC 
ConsensusGCTACCAYCKAAGCCTGTGACCCTCTCGACGGCCGTACCRDKGGCGTTC 
 
Figura 18. Alineamiento de las cinco secuencias obtenidas con el oligonucleótido SP6. En verde 
se muestra la secuencia del oligonucleótido 3’TanC2. 
 
La secuencia de los iniciadores centrales diseñados para secuenciar la parte 
central del gen dela tanasa de A. niger GH1, así como los diferentes elementos de éstos, 
se muestran en la figura 19. En la parte inferior se presenta la secuencia del iniciador 
5’TanC1 de 20 nucleótidos, y en la parte superior se muestra el iniciador 3’TanC2 de 20 
nucleótidos. La verificación del diseño de los iniciadores centrales se realizó mediante 
una simulación de la PCR con la plataforma primer BLAST (Figura 20), teniendo como 
secuencia molde la secuencia parcial codificante para la tanasa de A. niger GH1 obtenida 
mediante secuenciación con los iniciadoresT7 y SP6 de pGEM. Esta simulación de la 
PCR con los oligonucleótidos 5’TanC1 y 3’TanC2 dio lugar a una única banda de 334 
pb correspondiente a la secuencia nucleotídica central faltante de la tanasa de A. niger 
GH1. El programa no señaló la presencia de bandas inespecíficas. 
 
 
Figura 19. Secuencia de los iniciadores necesarios para amplificar la región central.En la 




Como resultado del estudio en Primer BLAST, se obtuvo la figura 21 donde se muestra 
la posición de los nucleótidos del iniciador 5’TanC1 que hibridan con la secuencia 
blanco (Plus), y la posición de los nucleótidos del iniciador 3’TanC2 que hibridan con la 




Condición inicial para oligonucleótido central 5´TanC1
Secuencia codificante
faltante central
CGT GAA GAC CGT CGT AGA TG…





…AG TCA CCG TCC CTT CTG CAC
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Figura 20. Simulación de la PCR mediante la plataforma Primer BLAST. Como datos de 
entrada se emplearon los iniciadores centrales diseñados y la secuencia parcial del gen que 
codifica para la tanasa de A. niger GH1. Las flechas representan los iniciadores 5’TanC1 y 
3’TanC2. La línea azul representa el producto amplificado perteneciente al fragmento 




Figura 21. Identidad de los iniciadores con la secuencia molde. El esquema de estas 




En la Figura 22 se muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2.5% de la 
verificación del buen diseño de los oligonucleótidos centrales (5’TanC1 y 3’TanC2), la 
cual se llevó a cabo mediante ensayos de PCR con estos oligonucleótidos y el DNA 








|                   |




|                |
1062             1043
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tamaño que el control positivo del ensayo de PCR (DNA genómico de A. niger, carril 2), 
confirmó el buen diseño de estos oligonuclétidos, por lo que se procedió a secuenciar 
con estos oligonucleótidos 4 plásmidos provenientes de diferentes colonias para obtener 
la secuencia nucleotídica completa de la tanasa de A. niger GH1 (Figura 22).  
 
 
Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% en TBE 1X de la 
caracterización por PCR del vector pGEMANTGH1 con los 
oligonucleótidos centrales diseñados a partir de la secuencia parcial 
obtenida. Carril M: Marcador de tamaño molecular (HyperLadder IV); 
Carril 1: Control negativo (Sin DNA). Carril 2: Control positivo (DNAg de 
A. niger GH1 con oligos centrales diseñados en base a la secuencia parcial 
obtenida. Carriles 3 a 7: DNA plasmídico de 5 colonias transformantes, 
donde se observan las 5 cepas positivas para la amplificación del fragmento 
ANTGH1. 
 
En la Figura 23 se muestra el alineamiento realizado con el módulo CAP del 
programa BioEdit entre las secuencias nucleotídicas obtenidas por secuenciación del 
plásmido pGEMANTGH1 con los iniciadores universales T7 y SP6, y los 
oligonucleótidos centrales (5’TanC1y 3’TanC2). Además se muestra la secuencia contig 
de este alineamiento que corresponde a la secuencia nucleotídica de ANTGH1. La 
traducción del primer marco de lectura de la secuencia complementaria reversa (marco 
de lectura -1) de ANTGH1 mostró alta identidad con otras tanasas fúngicas, por lo que 
esta secuencia complementaria reversa se consideró como la secuencia nucleotídica de la 
tanasa de A. niger GH1 madura, la cual tuvo una longitud 1686 pb sin intrones y 
codifica para una proteína de 562 aminoacidos. Esta secuencia nucleotídica se registró 
en la base de datos GenBank con la clave de acceso KP273835. 
 
10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+ATTCCTAGGTTAAAAAACGGGCATCTTGAAAGCATCAAAAGTGTAGTCCCAAGTAGCAAGGGACTTGGAGTCGTGAACACAAGAGAAGCTGGAGTTGCTG 
cap_C3-2 T7       863 ba+ATTC-TAGGTTAAAAAACGGGCATCTTGAAAGCATCAAAAGTGTAGTCCCAAGTAGCAAGGGACTTGGAGTCGTGAACACAAGAGAAGCTGGAGTTGCTG 
cap_C5-1 T7       863 ba+ATTCCTAGGTTAAAAAACGGGCATCTTGAAAGCATCAAAAGTGTAGTCCCAAGTAGCAAGGGACTTGGAGTCGTGAACACAAGAGAAGCTGGAGTTGCTG 
cap_C1-2 T7       863 ba+ATTCCTAGGTTAAAAAACGGGCATCTTGAAAGCATCAAAAGTGTAGTCCCAAGTAGCAAGGGACTTGGAGTCGTGAACACAAGAGAAGCTGGAGTTGCTG 
cap_C4-2 T7       863 ba+..................GGGCATCTTGAAAGCATCAAAAGTGTAGTCCCAAGTAGCAAGGGACTTGGAGTCGTGAACACAAGAGAAGCTGGAGTTGCTG 
cap_C4-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 TanC2       863-.................................................................................................... 
cap_C1-2 TanC2       863-.................................................................................................... 
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cap_C4-2 TanC2       863-.................................................................................................... 
cap_C3-2 TanC2       863-.................................................................................................... 
cap_C3-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C1-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C3-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C5-1 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C4-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C1-2 SP6        863 -.................................................................................................... 
Contig-0                 ATTCCTAGGTTAAAAAACGGGCATCTTGAAAGCATCAAAAGTGTAGTCCCAAGTAGCAAGGGACTTGGAGTCGTGAACACAAGAGAAGCTGGAGTTGCTG 
 
                                   110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+TTCCAGAGGGGACGAGAAGGCCACTGGCAAAGCATCTGGGTCTCACCAGCATAGGTGCCGGAGGAGACGGTGGCGTTGAGGCGGGAAGGCTTGTTGCCGT 
cap_C3-2 T7       863 ba+TTCCAGAGGGGACGAGAAGGCCACTGGCAAAGCATCTGGGTCTCACCAGCATAGGTGCCGGAGGAGACGGTGGCGTTGAGGCGGGAAGGCTTGTTGCCGT 
cap_C5-1 T7       863 ba+TTCCAGAGAGGACGAGAAGGCCACTGGCAAAGCATCTGGGTCTCACCAGCATAGGTGCCGGAGGAGACGGTGGCGTTGAGGCGGGAAGGCTTGTTGCCGT 
cap_C1-2 T7       863 ba+TTCCAGAGGGGACGAGAAGGCCACTGGCAAAGCATCTGGGTCTCACCAGCATAGGTGCCGGAGGAGACGGTGGCGTTGAGGCGGGAAGGCTTGTTGCCGT 
cap_C4-2 T7       863 ba+TTCCAGAGGGGACGAGAAGGCCACTGGCAAAGCATCTGGGTCTCACCAGCATAGGTGCCGGAGGAGACGGTGGCGTTGAGGCGGGAAGGCTTGCTGCCGT 
cap_C4-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 TanC2       863-.................................................................................................... 
cap_C1-2 TanC2       863-.................................................................................................... 
cap_C4-2 TanC2       863-.................................................................................................... 
cap_C3-2 TanC2       863-.................................................................................................... 
cap_C3-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C1-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C3-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C5-1 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C4-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C1-2 SP6        863 -.................................................................................................... 
Contig-0                 TTCCAGAGGGGACGAGAAGGCCACTGGCAAAGCATCTGGGTCTCACCAGCATAGGTGCCGGAGGAGACGGTGGCGTTGAGGCGGGAAGGCTTGTTGCCGT 
 
                                   210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+TCTCAACCCAGTCGATCATGATCTCCATGTTGTC-CTCGGGGTAAGGACCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCGCCGGGGACGAGGTAGA 
cap_C3-2 T7       863 ba+TCTCAACCCAGTCGATCATGATCTCCATGTTGTC-CTCGGGGTAAGGACCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCGCCGGGGACGAGGTAGA 
cap_C5-1 T7       863 ba+TCTCAACCCAGTCGATCATGATCTCCATGTTGTC-CTCGGGGTAAGGACCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCACCAGGGACGAGGTAAA 
cap_C1-2 T7       863 ba+TCTCAACCCAGTCGATCATGATCTCCATGTTGTC-CTCGGGGTAAGGACCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCGCCGGGGACGAGGTAGA 
cap_C4-2 T7       863 ba+TCTCAACCCAGTCGATCATGATCTCCATGTTGTC-CTCGGGGTAAGGACCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCGCCGGGGACGAGGTAGA 
cap_C4-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 TanC2       863-...................GATCTCCATGTTGTC-CTCGGGGTAAGGACCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCGCCGGGGACGAGGTAGA 
cap_C1-2 TanC2       863-.........................CATGTTGTC-CTCGGGGTAAGNNCCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCGCCGGGGACGAGGTAGA 
cap_C4-2 TanC2       863-..............................TNTC-CTCGGGGTAAGGNCCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCGCCGGGGACGAGGTAGA 
cap_C3-2 TanC2       863-..................................NCTCGGGGTAAGGNCCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCGCCGGGGACGAGGTAGA 
cap_C3-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C1-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C3-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C5-1 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C4-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C1-2 SP6        863 -.................................................................................................... 
Contig-0                 TCTCAACCCAGTCGATCATGATCTCCATGTTGTC-CTCGGGGTAAGGACCAGGCTGGAGGGAGTTGGTACCGCAGTGAGCAGCGCCGGGGACGAGGTAGA 
 
                                   310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+GCTGGTACCAGTTGGACATATCCTGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGGCCTGACGGACAGACTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGT 
cap_C3-2 T7       863 ba+GCTGGTACCAGTTGGACATATCCTGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGGCCTGACGGACAGACTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGT 
cap_C5-1 T7       863 ba+GCTGGTACCAGTCGGACATATCCTGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGGCCTGACGGACAGCCTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGT 
cap_C1-2 T7       863 ba+GCTGGTACCAGTTGGACATATCCTGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGGCCTGACGGACAGACTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGT 
cap_C4-2 T7       863 ba+GCTGGTACCAGTTGGACATATCCTGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGGCCTGACGGACAGACTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGT 
cap_C4-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 TanC2       863-GCTGGTACCAGTTGGACATATCCTGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGNCN-GACGGACAGACTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGT 
cap_C1-2 TanC2       863-GCTGGTACCAGTTGGACATANC-TGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGGCCTGACGGACAGACTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGT 
cap_C4-2 TanC2       863-GCTGGTACCAGTTGGACATATC-TGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGNCN-GACGGACAGACTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGT 
cap_C3-2 TanC2       863-GCTGGTACCAGTTGGACATATCCTGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGGCNTGACGGACAGACTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGT 
cap_C3-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C1-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C3-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C5-1 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C4-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C1-2 SP6        863 -.................................................................................................... 
Contig-0                 GCTGGTACCAGTTGGACATATCCTGCAGGGACTGGGTGTAGGTGGTGTTGGGGTACATGGCCTGACGGACAGACTGCCAGTAGTGGACGGACGAGGCGGT 
 
                                   410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+GGGGATACTGGGGTCGGATTCACCATGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATG 
cap_C3-2 T7       863 ba+GGGGATACTGGGGTCGGATTCACCATGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATG 
cap_C5-1 T7       863 ba+AGGGATACTGGGGTCGGATTCACCGTGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATG 
cap_C1-2 T7       863 ba+GGGGATACTGGGGTCGGATTCACCATGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATG 
cap_C4-2 T7       863 ba+GGGGATACTGGGGTCGGATTCACCATGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATG 
cap_C4-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 TanC2       863-GGGGATACTGGGGTCGGATTCACCATGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATG 
cap_C1-2 TanC2       863-GGGGATACTGGGGTCGGATTCACCATGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATG 
cap_C4-2 TanC2       863-GGGGATACTGGGGTCGGATTCACCATGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATG 
cap_C3-2 TanC2       863-GGGGATACTGGGGTCGGATTCACCATGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATG 
cap_C3-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C1-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C3-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C5-1 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C4-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C1-2 SP6        863 -.................................................................................................... 
Contig-0                 GGGGATACTGGGGTCGGATTCACCATGGTAGTGGATCATCTTACCACCGGACTCCTTGAAGGTGGTGAGGTCGATGACGGTGGTCTGGAGACTGTCAATG 
 
                                   510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+TAGCGAATCATACCGATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTGACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGG 
cap_C3-2 T7       863 ba+TAGCGAATCATACCGATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTGACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGG 
 78
cap_C5-1 T7       863 ba+TAGCGAATCATACCAATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTAACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGG 
cap_C1-2 T7       863 ba+TAGCGAATCATACCGATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTGACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGG 
cap_C4-2 T7       863 ba+TAGCGAATCATACCGATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTGACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGG 
cap_C4-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 TanC2       863-TAGCGAATCATACCGATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTGACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGG 
cap_C1-2 TanC2       863-TAGCGAATCATACCGATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTGACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGG 
cap_C4-2 TanC2       863-TAGCGAATCATACCGATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTGACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGG 
cap_C3-2 TanC2       863-TAGCGAATCATACCGATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTGACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGG 
cap_C3-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C1-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C3-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C5-1 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C4-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C1-2 SP6        863 -.................................................................................................... 
Contig-0                 TAGCGAATCATACCGATGTTCATCCAGTCGACCAGGGTGTCGTAGGTGACGTTGTCGAGGTTCTCCAGGTTATCGATGTTGAGGAGCTGCACGAACTTGG 
 
                                   610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+TAACGTACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGAGTCGTACTCNGGTGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCC 
cap_C3-2 T7       863 ba+TAACGTACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGAGTCGTACTC-GGTGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCC 
cap_C5-1 T7       863 ba+TCACATACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGAATCGTACTC-GGTGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCC 
cap_C1-2 T7       863 ba+TAACGTACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGAGTCGTACTC-GGTGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCC 
cap_C4-2 T7       863 ba+TAACGTACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGAGTCGTACTC-GGTGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCC 
cap_C4-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 TanC2       863-TAACGTACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGAGTCGTACTC-GGTGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCC 
cap_C1-2 TanC2       863-TAACGTACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGAGTCGTACTC-GGTGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCC 
cap_C4-2 TanC2       863-TAACGTACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGAGTCGTACTC-GGTGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCC 
cap_C3-2 TanC2       863-TAACGTACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGAGTCGTACTC-GGTGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCC 
cap_C3-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C1-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 TanC1       863+.................................................................................................... 
cap_C2-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C3-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C5-1 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C4-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C1-2 SP6        863 -.................................................................................................... 
Contig-0                 TAACGTACTCGCCACCGGTAGAGGGGATGCTCAGAGTCCAGGAGTCAGTGGTGGAGTCGTACTC-GGTGTCACCATCGGACAGCTCAGCGGCGATCTGCC 
 
                                   710       720       730       740       750       760       770       780       790       800          
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+ACGAGAGGTAAGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGACCGTCGTANATGGCCTNNNCGAGAGCA-CACCCTCAGCGGTGACGCTGCCGT-TCTGG     
cap_C3-2 T7       863 ba+ACGAGAGGTAAGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGACCGTCGTAGATGGCCTGGGCGANANCA-CACCCTCANCGGTGNNNCTGCC 
cap_C5-1 T7       863 ba+ACGAGAGGTAGGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGANCGTCGTAGATGGCCTGGGCGAGAGCA-CACCCTCAGCGGTGACNCTGC 
cap_C1-2 T7       863 ba+ACGAGAGGTAAGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGACCGTCGTAGATGGCCTGGGCNANANCA-CACCNTCAGCGGTGA--C-GC 
cap_C4-2 T7       863 ba+ACGAGAGGTAAGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGACCGTCGTAGATGGCCTGGGCGAGANCA-CACC-TCAGCGGTGANNCTGCCGT-TCTGGGCGG 
cap_C4-2 TanC1       863+.................................................................ACACCCTCAGCGGTGACGNNGCCGTATCTGGGCGG 
cap_C2-2 TanC2       863-ACGAGAGGTAAGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGACCGTCGTAGATGGCCTGGGCGAGAGCAACACCCTCAGCGGTGACGCTGCCGT-TCTGGGCGG 
cap_C1-2 TanC2       863-ACGAGAGGTAAGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGACCGTCGTAGATGGCCTGGGCGAGAGCAACACCCTCAGCGGTGACGCTGCCGT-TCTGGGCGG 
cap_C4-2 TanC2       863-ACGAGAGGTAAGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGACCGTCGTAGATGGCCTGGGCGAGAGCAACACCCTCAGCGGTGACGCTGCCGT-TCTGGGCGG 
cap_C3-2 TanC2       863-ACGAGAGGTAAGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGACCGTCGTAGATGGCCTGGGCGAGAGCAACACCCTCAGCGGTGACGCTGCCGT-TCTGGGCGG 
cap_C3-2 TanC1       863+.................................................................ACACCCTCAGCGGTGACGCTGCCGT-TCTGGGCGG 
cap_C1-2 TanC1       863+.................................................................ACACCCTCAGCGGTGACGCTGCCGT-TCTGGGCGG 
cap_C2-2 TanC1       863+.................................................................ACACCCTCAGCGGTGACGCTGCCGT-TCTGGGCGG 
cap_C2-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C3-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C5-1 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C4-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C1-2 SP6        863 -.................................................................................................... 
Contig-0                 ACGAGAGGTAAGCACGCTTGCCGTTAGAGTCGTGAAGACCGTCGTAGATGGCCTGGGCGAGAGCAACACCCTCAGCGGTGACGCTGCCGT-TCTGGGCGG 
 
                                   810       820       830       840       850       860       870       880       890       900          
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+ 
cap_C3-2 T7       863 ba+ 
cap_C5-1 T7       863 ba+ 
cap_C1-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 T7       863 ba+NNTGGTAGCTAGTANNGCTGN 
cap_C4-2 TanC1       863+GCTGGTAGCTAGTAGTGCTG-CCTTCAGCACGCTTGCTGAAGCCAAAGCCCAGGGAGGTGTAGTTCTGTTCAGCGCAGTAGTAGGACTCGCCAATGATGG 
cap_C2-2 TanC2       863-GCTGGTAGCTAGTAGTGCTG-CCTTCAGCACGCTTGCTGAAGCCAAAGCCCAGGGAGGTGTAGTTCTGTTCAGCGCAGTAGTAGGACTCGCCAATGATGG 
cap_C1-2 TanC2       863-GCTGGTAGCTAGTAGTGCTG-CCTTCAGCACGCTTGCTGAAGCCAAAGCCCAGGGAGGTGTAGTTCTGTTCAGCGCAGTAGTAGGACTCGCCAATGATGG 
cap_C4-2 TanC2       863-GCTGGTAGCTAGTAGTGCTG-CCTTCAGCACGCTTGCTGAAGCCAAAGCCCAGGGAGGTGTAGTTCTGTTCAGCGCAGTAGTAGGACTCGCCAATGATGG 
cap_C3-2 TanC2       863-GCTGGTAGCTAGTAGTGCTG-CCTTCAGCACGCTTGCTGAAGCCAAAGCCCAGGGAGGTGTAGTTCTGTTCAGCGCAGTAGTAGGACCCGCCAATGATGG 
cap_C3-2 TanC1       863+GCTGGTAGCTAGTAGTGCTG-CCTTCAGCACGCTTGCTGAAGCCAAAGCCCAGGGAGGTGTAGTTCTGTTCAGCGCAGTAGTAGGACCCGCCAATGATGG 
cap_C1-2 TanC1       863+GCTGGTAGCTAGTAGTGCTG-CCTTCAGCACGCTTGCTGAAGCCAAAGCCCAGGGAGGTGTAGTTCTGTTCAGCGCAGTAGTAGGACTCGCCAATGATGG 
cap_C2-2 TanC1       863+GCTGGTAGCTAGTAGTGCTG-CCTTCAGCACGCTTGCTGAAGCCAAAGCCCAGGGAGGTGTAGTTCTGTTCAGCGCAGTAGTAGGACTCGCCAATGATGG 
cap_C2-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C3-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C5-1 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C4-2 SP6       863 b-.................................................................................................... 
cap_C1-2 SP6        863 -.................................................................................................... 
Contig-0                 GCTGGTAGCTAGTAGTGCTG-CCTTCAGCACGCTTGCTGAAGCCAAAGCCCAGGGAGGTGTAGTTCTGTTCAGCGCAGTAGTAGGACTCGCCAATGATGG 
 
                                   910       920       930       940       950       960       970       980       990       1000         
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+ 
cap_C3-2 T7       863 ba+ 
cap_C5-1 T7       863 ba+ 
cap_C1-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 TanC1       863+AGGTGAGGTTGAAGTTCAGCATGCAAAGGTCAGTACGGGAGACAA-CG--C---CATCGG-TACGGCCGTCGAGAGGGTCACAGGCTTCGATGGTAGCGT 
cap_C2-2 TanC2       863-AGGTGAGGTTGAAGTTCAGCATGCAAAGGTCAGTACGGGAGACAA-CG--C---CATCGG-TACGGCCGTCGAGAGGGTCACAGGCTTCGATGGTAGCGT 
cap_C1-2 TanC2       863-AGGTGAGATTGAAGTTCAGCATGCAAAGGTCAGTACGGGAGACAA-CG--C---CATCGG-TACGGCCGTCGAGAGGGTCACAGGCTTCGATGGTAGCGT 
cap_C4-2 TanC2       863-AGGTGAGGTTGAAGTTCAGCATGCAAAGGTCAGTACGGGAGACAA-CG--C---CATCGG-TACGGCCGTCGAGAGGGTCACAGGCTTCGATGGTAGCGT 
cap_C3-2 TanC2       863-AGGTGAGGTTGAAGTTCAGCATGCAAAGGTCAGTACGGGAGACGA-CG--C---CATCGG-TACGGCCGTCGAGAGGGTCACAGGCTTCGATGGTAGCGT 
cap_C3-2 TanC1       863+AGGTGAGGTTGAAGTTCAGCATGCAAAGGTCAGTACGGGAGACGA-CG--C---CATCGG-TACGGCCGTCGAGAGGGTCACAGGCTTCGATGGTAGCGT 
cap_C1-2 TanC1       863+AGGTGAGATTGAAGTTCAGCATGCAAAGGTCAGTACGGGAGACAA-CG--C---CATCGG-TACGGCCGTCGAGAGGGTCACAGGCTTCGATGGTAGCGT 
cap_C2-2 TanC1       863+AGGTGAGGTTGAAGTTCAGCATGCAAAGGTCAGTACGGGAGACAA-CG--C---CATCGG-TACGGCCGTCGAGAGGGTCACAGGCTTCGATGGTAGCGT 
cap_C2-2 SP6       863 b-.............................................NCG--C---CATCGN-TACGGCCGTCGAGAGGNTCACAGGCTTCGATGGTAGCGT 
cap_C3-2 SP6       863 b-..............................................CG--C---CATCGG-TACGGCCGTCGAGAGGGTCACAGGCTTCGATGGTAGCGT 
cap_C5-1 SP6       863 b-...............................................GAACNNNC--CNNNTACGGC-GTNGAGAGG-TCACAGGNTN--A-GGTNN-GT 
cap_C4-2 SP6       863 b-......................................................CATNG--TACGGCCGTNGAGAGG-TCACAGGCTTCGATGGTAGCGT 
cap_C1-2 SP6        863 -................................................................GGCCNTCGAGAGG-TCACAGGCTTCGATGGTAGCGT 
 79
Contig-0                 AGGTGAGGTTGAAGTTCAGCATGCAAAGGTCAGTACGGGAGACAA-CG--C---CATCGG-TACGGCCGTCGAGAGGGTCACAGGCTTCGATGGTAGCGT 
 
                                   1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080      1090      1100         
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+ 
cap_C3-2 T7       863 ba+ 
cap_C5-1 T7       863 ba+ 
cap_C1-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 TanC1       863+TGACG-AT 
cap_C2-2 TanC2       863-TGACG-ATCTTGTCAAGTTCGCAA-GGGGGAGGGTAG                                                                
cap_C1-2 TanC2       863-TGACG-ATCTTGTCAAGTTCGCAA-GGGGGAGGGTAG                                                                
cap_C4-2 TanC2       863-TGACGTATCTTGTCAAGTTCGCAA-GGGGGAGGGTAG                                                                
cap_C3-2 TanC2       863-TGACG-ATCTTGTCAAGTNNGCAA-GGGGGAGGGTAG                                                                
cap_C3-2 TanC1       863+TGACG-ATCTTGTCAAGTTCGCAA-GGGGGAGGGTAGTAGTCCATGGTGTGTTCAATAGTGGCAGGGAAGACGTGGTGGACCTGCTGCTGAGCAAAGCGG 
cap_C1-2 TanC1       863+TGACG-ATCTTGTCAAGTTCGCAA-GGGGGAGGGTAGTAGTCCATGGTGTGTTCAATAGTGGCAGGGAAGACGTGGTGGACCTGCTGCTGAGCAAAGCGG 
cap_C2-2 TanC1       863+TGACG-ATCTTGTCAAGTTCGCAA-GGGGGAGGGTAGTAGTCCATGGTGTGTTCAATAGTGGCAGGGAAGACGTGGTGGACCTGCTGCTGAGCAAAGCGG 
cap_C2-2 SP6       863 b-NGACG-ATCTTGTCAAGTTCGCAAAGGGGGAGGGTAGTAGTCCATGGTGTGTTCAATAGTGGCAGGGAAGACGTGGTGGNCN-GCTGNTGAGCAAAGCGG 
cap_C3-2 SP6       863 b-TGACG-ATCTNGTCAAGTTCGCAA-GGGG-AGGGTAGTAGTNCATGGTGTGTTCAATAGTGGCAGGGAAGACGTGGTGGNCN-GCTGCTGAGCAAAGCGG 
cap_C5-1 SP6       863 b-TGA-G-ATCTN-TCAAGTNN-CAA-GGGG-AGGGTAGTAGTCCATG-TGTGT-CA-TNNTGGCAGGGAAGACGTGGTNAACN-NNN--NGAGCAAAGNGG 
cap_C4-2 SP6       863 b-TGACG-ATNNTNTCAAGTTNGCAA-GGGGGAGGGTAGTANNCCATGGTGTGTTCAATAGTGGCAGGGAAGACGTGGTGGNCN-GCTGNTGAGCAAAGCGG 
cap_C1-2 SP6        863 -TGACG-ATNNTNTCAAGTTCGCAA-GGGGGAGGGTAGTANNNCATGGTGTGTTCAATAGTGGCAGGGAAGACGTGGTGGNCN-GCTGNTGAGCAAAGCGG 
Contig-0                 TGACG-ATCTTGTCAAGTTCGCAA-GGGGGAGGGTAGTAGTCCATGGTGTGTTCAATAGTGGCAGGGAAGACGTGGTGGACC-GCTGCTGAGCAAAGCGG 
 
                                   1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190      1200         
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+ 
cap_C3-2 T7       863 ba+ 
cap_C5-1 T7       863 ba+ 
cap_C1-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 TanC1       863+ 
cap_C2-2 TanC2       863- 
cap_C1-2 TanC2       863- 
cap_C4-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC1       863+AAGGCAGGGGCACCGGCAATGACACCGTCATATTCATCTCCCCAGCGCTGGACCTGACTCATACCCTCACGACCACCATCGGAACAGCCCTCGTAGTAGG 
cap_C1-2 TanC1       863+AAGGCAGGGGCACCGGCAATGACACCGTCATATTCATCTCCCCAGCGCTGGACCTGACTCATACCCTCACGACCACCATCGGAACAGCCCTCGTAGTAGG 
cap_C2-2 TanC1       863+AAGGCAGGGGCACCGGCAATGACACCGTCATATTCATCTCCCCAGCGCTGGACCTGACTCATACCCTCACGACCACCATCGGAACAGCCCTCGTAGTAGG 
cap_C2-2 SP6       863 b-AAGGCAGGGGCACCGGCAATGACACCGTCATATTCATCTCCCCAGCGCTGGACCTGACTCATACCCTCACGACCACCATCGGAACAGCCCTCGTAGTAGG 
cap_C3-2 SP6       863 b-AAGGCAGGGGCACCGGCAATGACACCGTCATATTCATCTCCCCAGCGCTGGACCTGACTCATACCCTCACGACCACCATCGGAACAGCCCTCGTAGTAGG 
cap_C5-1 SP6       863 b-AAGGCAGGGGCACCGGCAATGACACCGTCATATTCGTCTCCCCAGCGCTGGACCTGACTCATACCCTCACGACCACCATCGGAACAGCCCTCGTAGTAGG 
cap_C4-2 SP6       863 b-AAGGCAGGGGCACCGGCAATGACACCGTCATATTCATCTCCCCAGCGCTGGACCTGACTCATACCCTCACGACCACCATCGGAACAGCCCTCGTAGTAGG 
cap_C1-2 SP6        863 -AAGGCAGGGGCACCGGCAATGACACCGTCATATTCATCTCCCCAGCGCTGGACCTGACTCATACCCTCACGACCACCATCGGAACAGCCCTCGTAGTAGG 
Contig-0                 AAGGCAGGGGCACCGGCAATGACACCGTCATATTCATCTCCCCAGCGCTGGACCTGACTCATACCCTCACGACCACCATCGGAACAGCCCTCGTAGTAGG 
 
                                   1210      1220      1230      1240      1250      1260      1270      1280      1290      1300         
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+ 
cap_C3-2 T7       863 ba+ 
cap_C5-1 T7       863 ba+ 
cap_C1-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 TanC1       863+ 
cap_C2-2 TanC2       863- 
cap_C1-2 TanC2       863- 
cap_C4-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC1       863+TGTAGATCTTCTTGTCGCTGGAGAGACCGTAGAAACCACGGGTCAGGGGCTTGGCGATCTTGGTCATTTCACCAAGAGCCTGGTAGGAGAACATGTAAGT 
cap_C1-2 TanC1       863+TGTAGATCTTCTTGTCGCTGGAGAGACCGTAGAAACCACGGGTCAGGGGCTTGGCGATCTTGGTCATTTCACCAAGAGCCTGGTAGGAGAACATGTAAGT 
cap_C2-2 TanC1       863+TGTAGATCTTCTTGTCGCTGGAGAGACCGTAGAAACCACGGGTCAGGGGCTTGGCGATCTTGGTCATTTCACCAAGAGCCTGGTAGGAGAACATGTAAGT 
cap_C2-2 SP6       863 b-TGTAGATCTTCTTGTCGCTGGAGAGACCGTAGAAACCACGGGTCAGGGGCTTGGCGATCTTGGTCATTTCACCAAGAGCCTGGTAGGAGAACATGTAAGT 
cap_C3-2 SP6       863 b-TGTAGATCTTCTTGTCGCTGGAGAGACCGTAGAAACCACGGGTCAGGGGCTTGGCGATCTTGGTCATTTCACCAAGAGCCTGGTAGGAGAACATGTAAGT 
cap_C5-1 SP6       863 b-TGTAGATCTTCTTGTCGCTGGAGAGACCGTAGAAACCACGGGTCAGGGGCTTGGCGATCTTGGTCATTTCACCAAGAGCCTGGTAGGAGAACATGTAAGT 
cap_C4-2 SP6       863 b-TGTAGATCTTCTTGTCGCTGGAGAGACCGTAGAAACCACGGGTCAGGGGCTTGGCGATCTTGGTCATTTCACCAAGAGCCTGGTAGGAGAACATGTAAGT 
cap_C1-2 SP6        863 -TGTAGATCTTCTTGTCGCTGGAGAGACCGTAGAAACCACGGGTCAGGGGCTTGGCGATCTTGGTCATTTCACCAAGAGCCTGGTAGGAGAACATGTAAGT 
Contig-0                 TGTAGATCTTCTTGTCGCTGGAGAGACCGTAGAAACCACGGGTCAGGGGCTTGGCGATCTTGGTCATTTCACCAAGAGCCTGGTAGGAGAACATGTAAGT 
 
                                   1310      1320      1330      1340      1350      1360      1370      1380      1390      1400         
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+ 
cap_C3-2 T7       863 ba+ 
cap_C5-1 T7       863 ba+ 
cap_C1-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 TanC1       863+ 
cap_C2-2 TanC2       863- 
cap_C1-2 TanC2       863- 
cap_C4-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC1       863+AGCATCCCAGTTGATCGAGCCGTTGCCGTAGAGGACGACTTCATCATAGCTGTAGGAGAAGGCGTCGTAGCCGGCGTCGGTGGCGCCGGAGGCAGCACCG 
cap_C1-2 TanC1       863+AGCATCCCAGTTGATCGAGCCGTTGCTGTAGAGGACGACTTCATCATAGCTGTAGGAGAAGGCGTCGTAGCCGGCGTCGGTGGCGCCGGAGGCAGCACCG 
cap_C2-2 TanC1       863+AGCATCCCAGTTGATCGAGCCGTTGCCGTAGAGGACGACTTCATCATAGCTGTAGGAGAAGGCGTCGTAGCCGGCGTCGGTGGCGCCGGAGGCAGCACCG 
cap_C2-2 SP6       863 b-AGCATCCCAGTTGATCGAGCCGTTGCCGTAGAGGACGACTTCATCATAGCTGTAGGAGAAGGCGTCGTAGCCGGCGTCGGTGGCGCCGGAGGCAGCACCG 
cap_C3-2 SP6       863 b-AGCATCCCAGTTGATCGAGCCGTTGCCGTAGAGGACGACTTCATCATAGCTGTAGGAGAAGGCGTCGTAGCCGGCGTCGGTGGCGCCGGAGGCAGCACCG 
cap_C5-1 SP6       863 b-AGCATCCCAGTTGATCGAGCCGTTGCCGTAGAGGACGACTTCATCGTAGCTGTAGGAGAAGGCGTCGTAGCCGGCGTCGGTGGCACCGGAGGCAGCACCG 
cap_C4-2 SP6       863 b-AGCATCCCAGTTGATCGAGCCGTTGCCGTAGAGGACGACTTCATCATAGCTGTAGGAGAAGGCGTCGTAGCCGGCGTCGGTGGCGCCGGAGGCAGCACCG 
cap_C1-2 SP6        863 -AGCATCCCAGTTGATCGAGCCGTTGCTGTAGAGGACGACTTCATCATAGCTGTAGGAGAAGGCGTCGTAGCCGGCGTCGGTGGCGCCGGAGGCAGCACCG 
Contig-0                 AGCATCCCAGTTGATCGAGCCGTTGCCGTAGAGGACGACTTCATCATAGCTGTAGGAGAAGGCGTCGTAGCCGGCGTCGGTGGCGCCGGAGGCAGCACCG 
 
                                   1410      1420      1430      1440      1450      1460      1470      1480      1490      1500         
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+ 
cap_C3-2 T7       863 ba+ 
cap_C5-1 T7       863 ba+ 
cap_C1-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 TanC1       863+ 
cap_C2-2 TanC2       863- 
cap_C1-2 TanC2       863- 
cap_C4-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC1       863+TACTCGAGACCGCCAGTAGCATCGCTGGACAGGGAGAAACCACCACCACCGGCAACGTAGAAACGGTTCTTGAAGTNNG-AANN-GCGGGCNGG-CGTAC 
cap_C1-2 TanC1       863+TACTCGAGACCGCCAGTAGCATCGCTGGACAGGGAGAAACCACCACCACCGGCAACGTANAAACGGTTCTTGAAGTN-GNAANN-GCGGGCNGG-CGTAC 
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cap_C2-2 TanC1       863+TACTCGAGACCGCCAGTAGCATCGCTGGACAGGGAGAAACCACCACCACCGGCAACGTAGAAACGGTTCTTGAAGTN-GNAANGAGCGGGCNGG-CGTAC 
cap_C2-2 SP6       863 b-TACTCGAGACCGCCAGTAGCATCGCTGGACAGGGAGAAACCACCACCACCGGCAACGTAGAAACGGTTCTTGAAGTCGG-AAGGAGCGGGCAGGGCGTAC 
cap_C3-2 SP6       863 b-TACTCGAGACCGCCAGTAGCATCGCTGGACAGGGAGAAACCACCACCACCGGCAACGTAGAAACGGTTCTTGAAGTCGG-AAGGAGCGGGCAGGGCGTAC 
cap_C5-1 SP6       863 b-TACTCGAGACCGCCAGTAGCATCGCTGGACAGAGAGAAACCACCACCACCGGCAACGTAGAAACGGTTCTTGAAGTCGG-AAGGAGCGGGCAGGGCGTAC 
cap_C4-2 SP6       863 b-TACTCGAGACCGCCAGTAGCATCGCTGGACAGGGAGAAACCACCACCACCGGCAACGTAGAAACGGTTCTTGAAGTCGG-AAGGAGCGGGCAGGGCGTAC 
cap_C1-2 SP6        863 -TACTCGAGACCGCCAGTAGCATCGCTGGACAGGGAGAAACCACCACCACCGGCAACGTAGAAACGGTTCTTGAAGTCGG-AAGGAGCGGGCAGGGCGTAC 
Contig-0                 TACTCGAGACCGCCAGTAGCATCGCTGGACAGGGAGAAACCACCACCACCGGCAACGTAGAAACGGTTCTTGAAGTCGG-AAGGAGCGGGCAGGGCGTAC 
 
                                   1510      1520      1530      1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600         
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+ 
cap_C3-2 T7       863 ba+ 
cap_C5-1 T7       863 ba+ 
cap_C1-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 TanC1       863+ 
cap_C2-2 TanC2       863- 
cap_C1-2 TanC2       863- 
cap_C4-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC1       863+TTCACGANA-CCNTGTCACCCTTCCCGNTGTGGGTGTAGGTAACAGTGACATTGCAGTAGTCGT---A---GNANC------NGNANCTACCCATG     
cap_C1-2 TanC1       863+TTCACGACA-CCTTGTCACCCTTCCCGGTGTGGGTGTAGGTAACAGTGACATTGCAGTAGTCGT---A---GNANC--CNNN 
cap_C2-2 TanC1       863+TTCACGACAACCTTGTCACCCTTCCCGGTGTGGGTGTAGGTAACAGTGACATTGCAGTAGTCGTNNNANCNGNAGCNN 
cap_C2-2 SP6       863 b-TTCACGACAACCTTGTCACCCTTCCCGGTGTGGGTGTAGGTAACAGTGACATTGCAGTAGTCGT---A---GGAGC------CGGAGCTACCCATGCCAG 
cap_C3-2 SP6       863 b-TTCACGACAACCTTGTCACCCTTCCCGGTGTGGGTGTAGGTAACAGTGACATTGCAGTAGTCGT---A---GGAGC------CGGAGCTACCCATGCCAG 
cap_C5-1 SP6       863 b-TTCACGACAACCTTGTCACCCTTCCCGGTGTGGGTGTAGGTAACAGTGACATTGCAGTAGTCGT---A---GGAGC------CGGAGCTACCCATGCCAG 
cap_C4-2 SP6       863 b-TTCACGACAACCTTGTCACCCTTCCCGGTGTGGGTGTAGGTAACAGTGACATTGCAGTAGTCGT---A---GGAGC------CGGAGCTACCCATGCCAG 
cap_C1-2 SP6        863 -TTCACGACAACCTTGTCACCCTTCCCGGTGTGGGTGTAGGTAACAGTGACATTGCAGTAGTCGT---A---GGAGC------CGGAGCTACCCATGCCAG 
Contig-0                 TTCACGACAACCTTGTCACCCTTCCCGGTGTGGGTGTAGGTAACAGTGACATTGCAGTAGTCGT---A---GGAGC------CGGAGCTACCCATGCCAG 
 
                                   1610      1620      1630      1640      1650      1660      1670      1680      1690      1700         
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+ 
cap_C3-2 T7       863 ba+ 
cap_C5-1 T7       863 ba+ 
cap_C1-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 TanC1       863+ 
cap_C2-2 TanC2       863- 
cap_C1-2 TanC2       863- 
cap_C4-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC1       863+ 
cap_C1-2 TanC1       863+ 
cap_C2-2 TanC1       863+ 
cap_C2-2 SP6       863 b-AGCTGGCATCGGTGACGGTGTTGGCAGTGACGGCGAAGGGGATCAAGTTGATTCCCAGGAGGGTGCCGTTGGAAGGAAGGGCGGACTGAACATTGGAAAC 
cap_C3-2 SP6       863 b-AGCTGGCATCGGTGACGGTGTTGGCAGTGACGGCGGAGGGGATCAAGTTGATTCCCAGGAGGGTGCCGTTGGAAGGAAGGGCGGACTGAACATTGGAAAC 
cap_C5-1 SP6       863 b-AGCTGGCATCGGTGACGGTGTTGGCAGTGACGGCGGAGGGGATCAAGTTGATTCCCAGGAGGGTGCCGTTGGAAGGAAGGGCGGACTGAACATTGGAAAC 
cap_C4-2 SP6       863 b-AGCTGGCATCGGTGACGGTGTTGGCAGTGACGGCGGAGGGGATCAAGTTGATTCCCAGGAGGGTGCCGTTGGAAGGAAGGGCGGACTGAACATTGGAAAC 
cap_C1-2 SP6        863 -AGCTGGCATCGGTGACGGTGTTGGCAGTGACGGCGGAGGGGATCAAGTTGATTCCCAGGAGGGTGCCGTTGGAAGGAAGGGCGGACTGAACATTGGAAAC 
Contig-0                 AGCTGGCATCGGTGACGGTGTTGGCAGTGACGGCGGAGGGGATCAAGTTGATTCCCAGGAGGGTGCCGTTGGAAGGAAGGGCGGACTGAACATTGGAAAC 
 
                                   1710      1720      1730      1740      1750      1760      1770      1780      1790      1800         
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
cap_C2-2 T7       863 ba+ 
cap_C3-2 T7       863 ba+ 
cap_C5-1 T7       863 ba+ 
cap_C1-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 TanC1       863+ 
cap_C2-2 TanC2       863- 
cap_C1-2 TanC2       863- 
cap_C4-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC1       863+ 
cap_C1-2 TanC1       863+ 
cap_C2-2 TanC1       863+ 
cap_C2-2 SP6       863 b-AGTGCAGAGATCGGACAGGGAAGTTCTTTTCTCGAGGGCAATCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGT-GGANGC 
cap_C3-2 SP6       863 b-AGTGCAGAGATCGGACAGGGAAGTTCTTTTCTCGAGGGCAATCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGN-GGATGC 
cap_C5-1 SP6       863 b-AGTGCAGAGATCGGACAGGGAAGTTCTTTTCTCGAGGGCAATCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGN-GGATGC 
cap_C4-2 SP6       863 b-AGTGCAGAGATCGGACAGGGAAGTTCTTTTCTCGAGGGCAATCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGN-GGATGC 
cap_C1-2 SP6        863 -AGTGCAGAGATCGGACAGGGAAGTTCTTTTCTCGAGGGCAATCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGC 
Contig-0                 AGTGCAGAGATCGGACAGGGAAGTTCTTTTCTCGAGGGCAATCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGT-GGATGC 
 
                                   1810      1820       
                           ....|....|....|....|....|. 
cap_C2-2 T7       863 ba+ 
cap_C3-2 T7       863 ba+ 
cap_C5-1 T7       863 ba+ 
cap_C1-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 T7       863 ba+ 
cap_C4-2 TanC1       863+ 
cap_C2-2 TanC2       863- 
cap_C1-2 TanC2       863- 
cap_C4-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC2       863- 
cap_C3-2 TanC1       863+ 
cap_C1-2 TanC1       863+ 
cap_C2-2 TanC1       863+ 
cap_C2-2 SP6       863 b-ATAGCN---T--NNNTN 
cap_C3-2 SP6       863 b-ATAGNNNANTT 
cap_C5-1 SP6       863 b-ATAGCNNNNTNN 
cap_C4-2 SP6       863 b-ANAGC-------------CNNNNNNN 
cap_C1-2 SP6        863 -ANAGCT---T--NNNNNT 
Contig-0                 ATAGCT---T--NNNTNTCNNNNNNN 
 
Figura 23. Alineamiento realizado con el modulo CAP de Bioedit entre las secuencias obtenidas 
por secuenciación de cinco plásmidos pGEMANTGH1 con los iniciadores T7 y SP6, y cuatro 
plásmidos pGEMANTGH1 con los iniciadores 5’TanC1 y 3’TanC2. 
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En la Figura 24 se muestra la traducción realizada con el programa Bioedit del primer 
marco de lectura de la secuencia nucleotídica de la tanasa de A. niger GH1, la cual se 
consideró como la secuencia aminoácidica de la tanasa de A. niger GH1. 
 
1     ACT TCC CTG TCC GAT CTC TGC ACT GTT TCC AAT GTT CAG TCC GCC   45 
1     Thr Ser Leu Ser Asp Leu Cys Thr Val Ser Asn Val Gln Ser Ala   15 
 
46    CTT CCT TCC AAC GGC ACC CTC CTG GGA ATC AAC TTG ATC CCC TCC   90 
16    Leu Pro Ser Asn Gly Thr Leu Leu Gly Ile Asn Leu Ile Pro Ser   30 
 
91    GCC GTC ACT GCC AAC ACC GTC ACC GAT GCC AGC TCT GGC ATG GGT   135 
31    Ala Val Thr Ala Asn Thr Val Thr Asp Ala Ser Ser Gly Met Gly   45 
 
136   AGC TCC GGC TCC TAC GAC TAC TGC AAT GTC ACT GTT ACC TAC ACC   180 
46    Ser Ser Gly Ser Tyr Asp Tyr Cys Asn Val Thr Val Thr Tyr Thr   60 
 
181   CAC ACC GGG AAG GGT GAC AAG GTT GTC GTG AAG TAC GCC CTG CCC   225 
61    His Thr Gly Lys Gly Asp Lys Val Val Val Lys Tyr Ala Leu Pro   75 
 
226   GCT CCT TCC GAC TTC AAG AAC CGT TTC TAC GTT GCC GGT GGT GGT   270 
76    Ala Pro Ser Asp Phe Lys Asn Arg Phe Tyr Val Ala Gly Gly Gly   90 
 
271   GGT TTC TCC CTG TCC AGC GAT GCT ACT GGC GGT CTC GAG TAC GGT   315 
91    Gly Phe Ser Leu Ser Ser Asp Ala Thr Gly Gly Leu Glu Tyr Gly   105 
 
316   GCT GCC TCC GGC GCC ACC GAC GCC GGC TAC GAC GCC TTC TCC TAC   360 
106   Ala Ala Ser Gly Ala Thr Asp Ala Gly Tyr Asp Ala Phe Ser Tyr   120 
 
361   AGC TAT GAT GAA GTC GTC CTC TAC GGC AAC GGC TCG ATC AAC TGG   405 
121   Ser Tyr Asp Glu Val Val Leu Tyr Gly Asn Gly Ser Ile Asn Trp   135 
 
406   GAT GCT ACT TAC ATG TTC TCC TAC CAG GCT CTT GGT GAA ATG ACC   450 
136   Asp Ala Thr Tyr Met Phe Ser Tyr Gln Ala Leu Gly Glu Met Thr   150 
 
451   AAG ATC GCC AAG CCC CTG ACC CGT GGT TTC TAC GGT CTC TCC AGC   495 
151   Lys Ile Ala Lys Pro Leu Thr Arg Gly Phe Tyr Gly Leu Ser Ser   165 
 
496   GAC AAG AAG ATC TAC ACC TAC TAC GAG GGC TGT TCC GAT GGT GGT   540 
166   Asp Lys Lys Ile Tyr Thr Tyr Tyr Glu Gly Cys Ser Asp Gly Gly   180 
 
541   CGT GAG GGT ATG AGT CAG GTC CAG CGC TGG GGA GAT GAA TAT GAC   585 
181   Arg Glu Gly Met Ser Gln Val Gln Arg Trp Gly Asp Glu Tyr Asp   195 
 
586   GGT GTC ATT GCC GGT GCC CCT GCC TTC CGC TTT GCT CAG CAG CAG   630 
196   Gly Val Ile Ala Gly Ala Pro Ala Phe Arg Phe Ala Gln Gln Gln   210 
 
631   GTC CAC CAC GTC TTC CCT GCC ACT ATT GAA CAC ACC ATG GAC TAC   675 
211   Val His His Val Phe Pro Ala Thr Ile Glu His Thr Met Asp Tyr   225 
 
676   TAC CCT CCC CCT TGC GAA CTT GAC AAG ATC GTC AAC GCT ACC ATC   720 
226   Tyr Pro Pro Pro Cys Glu Leu Asp Lys Ile Val Asn Ala Thr Ile   240 
 
721   GAA GCC TGT GAC CCT CTC GAC GGC CGT ACC GAT GGC GTT GTC TCC   765 
241   Glu Ala Cys Asp Pro Leu Asp Gly Arg Thr Asp Gly Val Val Ser   255 
 
766   CGT ACT GAC CTT TGC ATG CTG AAC TTC AAC CTC ACC TCC ATC ATT   810 
256   Arg Thr Asp Leu Cys Met Leu Asn Phe Asn Leu Thr Ser Ile Ile   270 
 
811   GGC GAG TCC TAC TAC TGC GCT GAA CAG AAC TAC ACC TCC CTG GGC   855 
271   Gly Glu Ser Tyr Tyr Cys Ala Glu Gln Asn Tyr Thr Ser Leu Gly   285 
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856   TTT GGC TTC AGC AAG CGT GCT GAA GGC AGC ACT ACT AGC TAC CAG   900 
286   Phe Gly Phe Ser Lys Arg Ala Glu Gly Ser Thr Thr Ser Tyr Gln   300 
 
901   CCC GCC CAG AAC GGC AGC GTC ACC GCT GAG GGT GTT GCT CTC GCC   945 
301   Pro Ala Gln Asn Gly Ser Val Thr Ala Glu Gly Val Ala Leu Ala   315 
 
946   CAG GCC ATC TAC GAC GGT CTT CAC GAC TCT AAC GGC AAG CGT GCT   990 
316   Gln Ala Ile Tyr Asp Gly Leu His Asp Ser Asn Gly Lys Arg Ala   330 
 
991   TAC CTC TCG TGG CAG ATC GCC GCT GAG CTG TCC GAT GGT GAC ACC   1035 
331   Tyr Leu Ser Trp Gln Ile Ala Ala Glu Leu Ser Asp Gly Asp Thr   345 
 
1036  GAG TAC GAC TCC ACC ACT GAC TCC TGG ACT CTG AGC ATC CCC TCT   1080 
346   Glu Tyr Asp Ser Thr Thr Asp Ser Trp Thr Leu Ser Ile Pro Ser   360 
 
1081  ACC GGT GGC GAG TAC GTT ACC AAG TTC GTG CAG CTC CTC AAC ATC   1125 
361   Thr Gly Gly Glu Tyr Val Thr Lys Phe Val Gln Leu Leu Asn Ile   375 
 
1126  GAT AAC CTG GAG AAC CTC GAC AAC GTC ACC TAC GAC ACC CTG GTC   1170 
376   Asp Asn Leu Glu Asn Leu Asp Asn Val Thr Tyr Asp Thr Leu Val   390 
 
1171  GAC TGG ATG AAC ATC GGT ATG ATT CGC TAC ATT GAC AGT CTC CAG   1215 
391   Asp Trp Met Asn Ile Gly Met Ile Arg Tyr Ile Asp Ser Leu Gln   405 
 
1216  ACC ACC GTC ATC GAC CTC ACC ACC TTC AAG GAG TCC GGT GGT AAG   1260 
406   Thr Thr Val Ile Asp Leu Thr Thr Phe Lys Glu Ser Gly Gly Lys   420 
 
1261  ATG ATC CAC TAC CAT GGT GAA TCC GAC CCC AGT ATC CCC ACC GCC   1305 
421   Met Ile His Tyr His Gly Glu Ser Asp Pro Ser Ile Pro Thr Ala   435 
 
1306  TCG TCC GTC CAC TAC TGG CAG TCT GTC CGT CAG GCC ATG TAC CCC   1350 
436   Ser Ser Val His Tyr Trp Gln Ser Val Arg Gln Ala Met Tyr Pro   450 
 
1351  AAC ACC ACC TAC ACC CAG TCC CTG CAG GAT ATG TCC AAC TGG TAC   1395 
451   Asn Thr Thr Tyr Thr Gln Ser Leu Gln Asp Met Ser Asn Trp Tyr   465 
 
1396  CAG CTC TAC CTC GTC CCC GGC GCT GCT CAC TGC GGT ACC AAC TCC   1440 
466   Gln Leu Tyr Leu Val Pro Gly Ala Ala His Cys Gly Thr Asn Ser   480 
 
1441  CTC CAG CCT GGT CCT TAC CCC GAG GAC AAC ATG GAG ATC ATG ATC   1485 
481   Leu Gln Pro Gly Pro Tyr Pro Glu Asp Asn Met Glu Ile Met Ile   495 
 
1486  GAC TGG GTT GAG AAC GGC AAC AAG CCT TCC CGC CTC AAC GCC ACC   1530 
496   Asp Trp Val Glu Asn Gly Asn Lys Pro Ser Arg Leu Asn Ala Thr   510 
 
1531  GTC TCC TCC GGC ACC TAT GCT GGT GAG ACC CAG ATG CTT TGC CAG   1575 
511   Val Ser Ser Gly Thr Tyr Ala Gly Glu Thr Gln Met Leu Cys Gln   525 
 
1576  TGG CCT TCT CGT CCC CTC TGG AAC AGC AAC TCC AGC TTC TCT TGT   1620 
526   Trp Pro Ser Arg Pro Leu Trp Asn Ser Asn Ser Ser Phe Ser Cys   540 
 
1621  GTT CAC GAC TCC AAG TCC CTT GCT ACT TGG GAC TAC ACT TTT GAT   1665 
541   Val His Asp Ser Lys Ser Leu Ala Thr Trp Asp Tyr Thr Phe Asp   555 
 
1666  GCT TTC AAG ATG CCC GTT TTT TAA   1689 
556   Ala Phe Lys Met Pro Val Phe End563 
Figura24. Traducción del fragmento ANTGH1. 
 
En las Figuras 25 y 26 se muestra el alineamiento múltiple de las secuencias 
nucleotídica y aminoacídica, respectivamente, de la tanasa de A. niger GH1 con las seis 
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secuencias de tanasas fúngicas que presentaron mayor identidad con la tanasa de A. 
niger GH1.  
 
                             10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308AGTTCCCTGTCCGATCTCTGCACTGTTTCCAATGTTCAGTCCGCCCTTCCTTCTAACGGCACCCTCCTGGGAATCAACTTGATCCCCTCCGCCGTCACTG 
A. niger CBS513.88ACTTCCCTGTCCGATCTCTGCACTGTTTCCAATGTTCAGTCCGCCCTTCCTTCTAACGGCACCCTCCTGGGCATCGACTTGATCCCCTCTGCAGTCACTG 
A. niger ATCC1015 ACTTCCCTGTCCGATCTCTGCACTGTTTCCAATGTTCAGTCCGCCCTTCCTTCCAACGGCACCCTCCTGGGCATCAACTTGATCCCCTCTGCCGTCACTG 
A. niger          ---TCTCTCTCCGATGTCTGCACTGTCTCCAACGTTCAGTCTGCCCTTCCTTCCAATGGCACTCTTCTCGGCATTGACTTGATCCCCTCCGCTGTCACTG 
A. ruber CBS135680---TCCTTGTCCGATGTCTGTACCGTTTCCAATGTGCGTGCGGCCTTGCCGGCCAATGGGACCCTCTTGGGCATGGACATGATCCCCTCTGCCGTCACGG 
A. terreus NIH2624ACGTCGCTCGTGGACCTGTGCACTGTCTCGCATGTCCAGGCTGCCATTCCTGCCAATGGAACCTTACTCGGAATCAACCTGATTCCTTCTTCAGTAACAG 
A. niger GH1      ACTTCCCTGTCCGATCTCTGCACTGTTTCCAATGTTCAGTCCGCCCTTCCTTCCAACGGCACCCTCCTGGGAATCAACTTGATCCCCTCCGCCGTCACTG 
 
                            110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308CCAACACGGTCACCGATGCCAGCTC------TGGCATGGGTAGCTCC---------------GGCTCCTACGACTACTGCAATGTCACTGTTACCTACAC 
A. niger CBS513.88CCAACACTGTCACCGATGCCAGCTC------TGGCATGGGCAGCTCC---------------GGCTCCTACGACTACTGCAACGTCACTGTCACCTACAC 
A. niger ATCC1015 CCAATACTGTCACCGATGCCAGTTC------TGGCATGGGCAGCTCC---------------GGCTCCTACGACTACTGCAACGTCACTGTCACCTACAC 
A. niger          CCAATACTGTCACCGACGCCACCGC------CGGCATGGGCAGCACC---------------ACCACCTACGACTACTGCAACGTCACCGTCACCTACAC 
A. ruber CBS135680CCGGCGCCGTCTACAACGCTTCTGC------TGGTATGGGCAGCACC-----GAG----------ACCTACACCTATTGTAACGTCACCGTCGCCTACAC 
A. terreus NIH2624CCAGTCCTGTCTACAACGCAACCGTCGGCGGTGGCATGGGTTCTACCACCTCGAGCTCCGCAGCTACCTACGACTACTGCAACGTGACCGTCGCCTACAC 
A. niger GH1      CCAACACCGTCACCGATGCCAGCTC------TGGCATGGGTAGCTCC---------------GGCTCCTACGACTACTGCAATGTCACTGTTACCTACAC 
 
                            210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308TCACACCGGGAAGGGTGACAAGGTTGTCGTGAAGTACGCCCTGCCCGCTCCTTCCGACTTCAAGAACCGTTTCTACGTTGCCGGTGGTGGTGGTTTCTCC 
A. niger CBS513.88CCACACCGGCAAGGGTGACAAGGTTGTCGTAAAGTACGCCCTGCCCGCTCCTTCTGATTTCAAGAACCGTTTCTACGTCGCCGGTGGTGGTGGTTTCTCC 
A. niger ATCC1015 CCACACCGGCAAGGGTGACAAGGTGGTCGTAAAGTACGCCCTGCCTGCTCCTTCTGATTTCAAGAACCGTTTCTACGTCGCCGGTGGTGGTGGTTTCTCG 
A. niger          CCACACCGGCAAGGGTGACCAGGTCGTCGTCAAGTACGCCTTCCCCGCTCCCTCCGACTTCGAGAACCGCTTCTACGTCGCCGGTGGTGGTGGCTTCTCC 
A. ruber CBS135680CCACACCGGCAAGGGCGATAAGGTCGTCATCAAGTACGCTTTCCCTAAGCCTTCCGACTTTAACTCTCGTTTCTACGTTGCCGGTGGCGGTGGTTTCTCT 
A. terreus NIH2624TCATACTGGCAAAGGAGACGAGGTTGTCGTCAAGTATGCCTTCCCCAGCCCGTCCGACTTCAAGAGCCGTTTCTATGTGGCCGGTGGCGGAGGCTTCTCG 
A. niger GH1      CCACACCGGGAAGGGTGACAAGGTTGTCGTGAAGTACGCCCTGCCCGCTCCTTCCGACTTCAAGAACCGTTTCTACGTTGCCGGTGGTGGTGGTTTCTCC 
 
                            310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308CTGTCCAGCGATGCTACTGGCGGTCTCGAGTACGGTGCTGCCTCCGGCGCCACCGACGCCGGCTACGACGCCTTCTCCTACAGCTATGATGAAGTCGTCC 
A. niger CBS513.88CTCTCCAGCGATGCTACTGGCGGTCTCGAGTACGGTGCTGCCTCGGGTGCCACCGATGCCGGCTACGACGCCTTCTCCTACAGCTACGATGAAGTTGTTC 
A. niger ATCC1015 CTCTCCAGTGATGCTACTGGCGGTCTCGAGTACGGTGCTGCCTCGGGTGCCACCGATGCCGGCTACGACGCCTTCTCCTACAGCTACGACGAAGTCGTCC 
A. niger          CTCTCCAGCGATGCCACCGGTGGTCTCGAGTACGGTGCCGCCTCCGGTGCCACCGACGCCGGCTACGACGCCTTCTCCTACAGCTACGATGAAGTCGTCC 
A. ruber CBS135680CTTTCCAGCGATGCCACTGGTGGTCTGGAGTATGGTGCTGTTGGTGGTGCTACCGATGCCGGTTACGACGCGTTCAGCAACAGCTACGACGAGGTGGTTC 
A. terreus NIH2624CTGTCGAGCGACGCCACAGGAGGTCTGAGCTATGGTGCTGCGGGGGGAGCTACTGATGCTGGCTACGATGCCTTCTCTAACAGCTATGATGAGGTTGTTT 
A. niger GH1      CTGTCCAGCGATGCTACTGGCGGTCTCGAGTACGGTGCTGCCTCCGGCGCCACCGACGCCGGCTACGACGCCTTCTCCTACAGCTATGATGAAGTCGTCC 
 
                            410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308TCTACGGCAACGGCTCGATCAACTGGGATGCTACTTACATGTTCTCCTACCAGGCTCTTGGTGAAATGACCAAGATCGCCAAACCCCTGACCCGTGGTTT 
A. niger CBS513.88TGTACGGCAACGGCTCGATCAACTGGGATGCTACATACATGTTCAGCTACCAGGCTCTGGGTGAGATGACCAAGATCGCCAAGCCCCTGACCCGCGGCTT 
A. niger ATCC1015 TTTATGGCAACGGCTCCATCAACTGGGATGCCACTTACATGTTTGGCTACCAGGCTCTGGGTGAAATGACCAAGATCGCCAAGCCCCTGACCCGTGGCTT 
A. niger          TCTACGGCAACGGCTTCATCAACTGGGATGCCACTAACATGTTCGGCTACCAGGCTCTCGGTGAGATGACCAAGATCGGCAAGCCCCTCACCCAGGGCTT 
A. ruber CBS135680TCTACGGCAACGGATCCATCAACTGGGATGCCACATACATGTTCGCTTACCAGGCATTGGGTGAGATGACCAAGCTGGGTAAGGTTCTCACCCAGGGATT 
A. terreus NIH2624TGTACGGCAACGGGTCCATCAACTGGGATGCCACCTATATGTTTGGGTACCAGGCCCTTGGAGAGATGACCAAGATCGGAAAGCCACTGGCTAGAGGATT 
A. niger GH1      TCTACGGCAACGGCTCGATCAACTGGGATGCTACTTACATGTTCTCCTACCAGGCTCTTGGTGAAATGACCAAGATCGCCAAGCCCCTGACCCGTGGTTT 
 
                            510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308CTACGGTCTCTCCAGCGACAAGAAGATCTACACCTACTACGAGGGCTGTTCCGATGGTGGTCGTGAGGGTATGAGTCAGGTCCAGCGCTGGGGAGATGAA 
A. niger CBS513.88CTACGGCCTCTCCAGCGACAAGAAGATCTACACCTACTACGAGGGCTGTTCCGATGGTGGTCGTGAGGGTATGAGTCAGGTTCAGCGCTGGGGAGATGAA 
A. niger ATCC1015 CTACGGCCTCTCCAGCGACAAGAAGATCTACACCTACTACGAGGGCTGTTCCGATGGTGGTCGTGAGGGTATGAGTCAGGTTCAGCGCTGGGGAGATGAA 
A. niger          CTACGGTCTCTCCAGCGACCAGAAGATCTACACCTACTACGAAGGTTGCTCCGACGGTGGTCGTGAAGGTATGAGCCAGGTTCACCGCTGGGGAGATGAA 
A. ruber CBS135680CTATGGCA---CGGAAGACA---AGGTCTACACCTACTACGAGGGATGCTCAGACGGTGGTCGTGAGGGTATGAGTCAGGTGCAGCGCTGGGGTGAAGAG 
A. terreus NIH2624TTACGGCCTCTCGGGTGACACCAAGATCTACACCTACTATGAGGGATGTTCCGACGGCGGCCGTGAGGGCATGAGCCAGGTCCAGCGATGGGGCGAGGAG 
A. niger GH1      CTACGGTCTCTCCAGCGACAAGAAGATCTACACCTACTACGAGGGCTGTTCCGATGGTGGTCGTGAGGGTATGAGTCAGGTCCAGCGCTGGGGAGATGAA 
 
                            610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308TATGACGGTGTCATTGCGGGTGCCCCTGCCTTCCGCTTT-GCTCAGCAGCAGGTTC-ACCACGTCTTCCCTGCCACTATTGAACACACCATGGACTACTA 
A. niger CBS513.88TATGACGGTGTTATTGCCGGTGCCCCTGCCTTCCGCTTT-GCTCAGCAGCAGGTCC-ACCACGTCTTCCCTGCCACCATTGAACACACCATGGATTACTA 
A. niger ATCC1015 TATGACGGTGTTATCGCTGGTGCCCCTGCCTTCCGCTTT-GCTCAGCAGCAGGTTC-ACCACGTCTTCCCTGCCACCATCGAGCATACCATGGATTACTA 
A. niger          TACGACGGGGTCATTGCCGGTGCCCG-GCCTTCCGCTCTCGCCCAGCAGCAGGGGGGACCACGGCTTCCCGGC-ACCATCGGACACACCATGGACTACTA 
A. ruber CBS135680TACGATGGTGCCATTACCGGTGCCCCTGCCTTCCGTTTC-GGCCAGCAACAGGTTC-ACCATGTGTATTCCTCCGCCGTCGAACATACGCAAGACTACTA 
A. terreus NIH2624TACGACGGTGCGATTACCGGTGCCCCGGCCTTCCGGTTT-GGTCAGCAGCAGGTTC-ATCACGTGTATCCCTCTGCTGTGGAGAAGACTCACGACTACTA 
A. niger GH1      TATGACGGTGTCATTGCCGGTGCCCCTGCCTTCCGCTTT-GCTCAGCAGCAGGTCC-ACCACGTCTTCCCTGCCACTATTGAACACACCATGGACTACTA 
 
                            710       720       730       740       750       760       770       780       790       800          
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308CCCTCCCCCTTGCGAACTTGACAAGATCGTCAACGCTACCATCGAAGCCTGTGACCCTCTCGACGGCCGTACCGATGGCGTTGTCTCCCGTACTGACCTT 
A. niger CBS513.88CCCTCCCCCTTGCGAGCTTGACAAGATCGTCAACGCTACCATTGAAGCCTGTGACCCTCTCGACGGCCGTACCGATGGCGTTGTTTCCCGTACTGACCTC 
A. niger ATCC1015 CCCTCCCCCTTGCGAGCTTGACAAGATCGTCAACGCTACCATCGAAGCCTGTGACCCCCTCGACGGCCGTACCGATGGCGTTGTCTCCCGTACTGACCTC 
A. niger          CCCTCCCCCTTGTGAACTCGAGAAGATCGTCACCGAGACCATCTCCGCCTGCGACCCTCTTGACGGCCGTACCGACGGCGTTGTCTCCCGTACCGATCTC 
A. ruber CBS135680CCCCCCTCCCTGTGAATTGGACAAGATTGTCAACGCCACCATCGCCGCCTGTGACCCTCTCGACGGACGGACTGATGGTGTCATCTCCCGGACCGATTTG 
A. terreus NIH2624CCCACCCCCATGTGAGCTGGACAAGATCGTGAATGCGACAATTGCTGCCTGTGACCCTCTCGATGGCCGCACGGATGGCGTCGTGTCACGGACTGATCTG 
A. niger GH1      CCCTCCCCCTTGCGAACTTGACAAGATCGTCAACGCTACCATCGAAGCCTGTGACCCTCTCGACGGCCGTACCGATGGCGTTGTCTCCCGTACTGACCTT 
 
                            810       820       830       840       850       860       870       880       890       900          
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308TGCATGCTGAACTTCAACCTCACCTCCATCATTGGCGAGTCCTACTACTGCGCTGAGCAGAACTACACCTCCCTGGGCTTTGGCTTCAGCAAGCGT---G 
A. niger CBS513.88TGCATGCTGAACTTCAATCTCACCTCTATTATCGGCGAGTCCTACTATTGCGCTGAACAAAACTACACCTCCCTGGGCTTCGGCTTCAGCAAGCGC---G 
A. niger ATCC1015 TGCATGCTGAACTTCAATCTCACCTCCATCATCGGCGAGCCCTACTACTGTGCTGCAGAGAACTACACCTCCCTGGGCTTCGGCTTCAGCAAGCGC---G 
A. niger          TGCATGCTGAACTTCAACCTCACCTCCCTCATCGGCACCCCCTACTACTGCGCCGCCCAGAACTACACCTCCCTGGGCTTCGGCTTAAGAAAGCGCAAAG 
A. ruber CBS135680TGCAAGCTTCGCTTCAACCTGACCTCGATCATTGGCGAGTCGTACCACTGCGCCGCCGAGACCAGCACCTCCCTCGGATTTGGCTTCAGCAAGCGAG--- 
A. terreus NIH2624TGCAAGCTGAACTTCAACCTGTCCTCCATCATCGGCGAGCCATACTACTGTGCCGAACAGAATTATACATCCCTTGGCTTTGGCTTCAGCAAGCGCGG-A 
A. niger GH1      TGCATGCTGAACTTCAACCTCACCTCCATCATTGGCGAGTCCTACTACTGCGCTGAACAGAACTACACCTCCCTGGGCTTTGGCTTCAGCAAGCGT---G 
 
                            910       920       930       940       950       960       970       980       990       1000         
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308CTGA----------------GGGCAGCACTACTAGCTACCAGCCCGCCCAGAACGGCAGCGTTACCGCTGAGGGCGTTGCTCTCGCCCAGGCCATCTACG 
A. niger CBS513.88CCGA----------------AGGCAGCACTACCAGCTACCAGCCTGCCCAGAACGGCAGCGTCACCGCCGAAGGTGTTACCCTTGCCCAGGCCATCTACG 
 84
A. niger ATCC1015 CCGA----------------AGGCAGCACTACTAGCTACCAGCCCGCCCAGAATGGCTCCGTCACTGCCGAAGGTGTCGCCCTCGCCCAGGCCATCTACG 
A. niger          CCAA----------------AGGCAGCACCACCAGCTACCAGCCCGCCCAGAATGGCACCATCACCCGCCGAGSTGTCGCTTTGGCCCAGGCCKTGTACG 
A. ruber CBS135680CTGA----------------GGGCAGCACGACCAGCTACCAGCCTGAGCAGAATGGCACTGTGACTGCTGAAGGTGTAGCCGTTGCCCAGGCTATTTACG 
A. terreus NIH2624TTGAACAAGCGCCAGGCACCGGGGAGCTCCACCAGCTATCAGCCGGAGCAGAATGGGACTGTCTCTGCGGAAGGCGTGGCTGTCGCCCAGGCAATCTACG 
A. niger GH1      CTGA----------------AGGCAGCACTACTAGCTACCAGCCCGCCCAGAACGGCAGCGTCACCGCTGAGGGTGTTGCTCTCGCCCAGGCCATCTACG 
 
                            1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080      1090      1100         
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308ACGGTCTTCACGACTCTAACGGCAAGCGTGCCTACCTCTCGTGGCAGATCGCCGCTGAGCTGTCCGATGGTGACACCGAGTACGACTCCACCACTGACTC 
A. niger CBS513.88ACGGTCTCCACGACTCTAACGGCAAGCGCGCCTACCTCTCGTGGCAGATCGCCGCCGAGCTGTCCGACGGTGACACGGAGTACGATTCCACCACTGACTC 
A. niger ATCC1015 ACGGTCTCCACGACTCCAACGGCAAGCGCGCCTACCTCTCGTGGCAGATCGCCGCCGAGCTGTCTGACGGTGACACCGAGTATGACTCCACCACTGACTC 
A. niger          ATGGTYTGCACGACTCCGAGGGMAAGCGCGCCTACCTGTCATGGCAGATCGCCGCGGAGCTTTTCGATGCTGACACCACCTATGACTCGACCACCGACTC 
A. ruber CBS135680ACGGTCTCCACAACTCGAACGGCGAGCGCGCCTATCTCTCGTGGCAGATCGGCTCTGAGCTCAGCGACGCGACCACCGAGTACAACAACGACACTGGCAA 
A. terreus NIH2624ACGGACTGCACAACTCCAAGGGCCAGCGTGCATACCTGTCCTGGCAGATTGCCTCGGAGCTGAGTGATGCAACCACCGACTACAACTCCGACACGGATTC 
A. niger GH1      ACGGTCTTCACGACTCTAACGGCAAGCGTGCTTACCTCTCGTGGCAGATCGCCGCTGAGCTGTCCGATGGTGACACCGAGTACGACTCCACCACTGACTC 
 
                            1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190      1200         
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308CTGGACTCTGAGCATCCCCTCTACCGGTGGCGAGTACGTGACAAAGTTCGTGCAGCTCCTCAACATCGATAACCTGGAGAACCTCGACAACGTCACCTAC 
A. niger CBS513.88CTGGACTCTGAGCATCCCCTCCACCGGCGGCGAGTACGTGACCAAGTTCGTGCAGCTCCTCAATATTGACAACCTGGAGAACCTCGATAACGTCACCTAC 
A. niger ATCC1015 CTGGACTTTGAGCATCCCCTCCACTGGCGGCGAGTACGTGACCAAGTTCGTGCAGCTTCTTAACATCGACAACCTGGAGAACCTCGATAATGTCACCTAC 
A. niger          CTGGACCCTCGATATCCCCTCTACCGGTGGCGAATATGTGACCAAGTTCGTCCAGCTCCTCAACATCGACAACCTCGAGAACCTCGACAACGTCACCTAC 
A. ruber CBS135680GTGGGAGCTCAGCATCCCGTCCACCGGCGGCGAGTACGTGACCAAATTCGTCCAGCTTCTCAACATTGACAACCTCTCCGACCTCAATGGTGTCACCTAC 
A. terreus NIH2624CTGGGAGCTCAGTATTCCCTCTACTGGTGGCGAGTATGTCACTAAGTTTGTACAGCTGCTGGACATCGACAACCTTTCCAACCTGGACAACGTTACCTAC 
A. niger GH1      CTGGACTCTGAGCATCCCCTCTACCGGTGGCGAGTACGTTACCAAGTTCGTGCAGCTCCTCAACATCGATAACCTGGAGAACCTCGACAACGTCACCTAC 
 
                            1210      1220      1230      1240      1250      1260      1270      1280      1290      1300         
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308GACACCCTGGTCGACTGGATGAACATCGGTATGATTCGCTACATTGACAGTCTCCAGACCACCGTCATCGACCTCACCACCTTCAAGGAATCCGGTGGTA 
A. niger CBS513.88GACACCCTGGTGGACTGGATGAACATCGGCATGATCCGCTACATTGACAGTCTCCAGACCACCGTCGTCGACCTCACCACCTTCCAGGAGTCCGGTGGTA 
A. niger ATCC1015 GACACCCTGGTCGAGTGGATGAACATCGGTATGATCCGCTACATCGACAGTCTCCAGACCACCATCCCCGACCTCACCACCTTCCAGAAGTCCGGTGGTA 
A. niger          GACACCCTCGTTGACTGGATGAACACCGGCATGATCCGCTACATCGACAGTCTGCAGACCACCGTGGTCGATTTGACCGACTTCCAGAAGTCTGGCGGCA 
A. ruber CBS135680GACACCCTCGTCGACTGGATGAACATCGGCATGGTGCGGTACATGGACAGCCTGCAGACCACCTACCCTGACTTGACGACCTTCAAGACCTCTGGCGGGA 
A. terreus NIH2624GACACCCTCGTCGACTGGATGAACATCGGGATGGTACGATACATGGACAGCTTGCAAACCACCCTTCCGGATTTGACAACTTTCCAATCATCTGGTGGAA 
A. niger GH1      GACACCCTGGTCGACTGGATGAACATCGGTATGATTCGCTACATTGACAGTCTCCAGACCACCGTCATCGACCTCACCACCTTCAAGGAGTCCGGTGGTA 
 
                            1310      1320      1330      1340      1350      1360      1370      1380      1390      1400         
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308AGATGATCCACTACCACGGTGAATCCGACCCCAGTATCCCCACCGCCTCGTCTGTCCACTACTGGCAGGCTGTCCGTCAGGCCATGTACCCCAACACCAC 
A. niger CBS513.88AGATGATCCACTACCATGGTGAATCCGACCCCAGTATCCCGACCGCCTCGTCCGTCCACTACTGGCAGGGCGTCCGTCAGGCCATGTACCCCAACACCTC 
A. niger ATCC1015 AGATGATCCACTACCACGGTGAATCCGACCCCAGTATCCCCACCGCCTCGTCCGTCCACTACTGGCAGGCCGTCCGTCAGGCCATGTACCCCAACACTAC 
A. niger          AGATGATTCACTACCACGGCGAATCCGACCCCAGTATCCCCACCGCGTCCTCGGTGCACTACTGGCAGGCCGTCCGTCAGGCCATGTACCCCAACGTGAC 
A. ruber CBS135680AGCTCCTGCACTACCACGGTGAATCCGACCCCAGCATCCCCGCCGCCTCCTCCGTGCACTACTGGCAAGCCGTCCGCTCTGTCATGTACGGCAACCTGAC 
A. terreus NIH2624AGCTACTGCATTACCATGGTGAATCGGATCCCAGCATTCCCGCTGCCTCGTCAGTGCATTACTGGCAGTCTGTTCGTTCCGTCATGTACCCCAAACTCAC 
A. niger GH1      AGATGATCCACTACCATGGTGAATCCGACCCCAGTATCCCCACCGCCTCGTCCGTCCACTACTGGCAGTCTGTCCGTCAGGCCATGTACCCCAACACCAC 
 
                            1410      1420      1430      1440      1450      1460      1470      1480      1490      1500         
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308CTACACCCAGTCCCTGCAGGATATGTCCGACTGGTACCAGCTCTACCTCGTCCCCGGCGCTGCTCACTGCGGCACCAACTCCCTCCAGCCTGGTCCTTAC 
A. niger CBS513.88CTACACCCAGTCCCTGAAGGAGATGTCCGACTGGTACCAGCTTTACCTCGTCCCTGGCGCTGCCCACTGCGGTACTAACGACCTCCAGCCGGGTCCTTAC 
A. niger ATCC1015 CTACACCCAGTCCCTGAAGGAGATGTCCGACTGGTACCAGCTTTACCTCGTCCCTGGCGCTGCCCACTGCGGTACCAACGACCTCCAGCCGGGTCCTTAC 
A. niger          CTACACCGACTCCCTGAAGCGGATGGCCGACTGGTACCAGCTGTACCTGATCCCCGGCGCTGCCCACTGCGGAACCAACTCCCTCCAGCCCGGCCCTTAC 
A. ruber CBS135680CCAGGAAGAATCCCTCGAGGCCCTCGAGGACTGGTACCAATTCTACCTGATCCCTGGTGCGGCCCACTGCGGTAGCAACACTCTCCAGCCCGGCCCCTAC 
A. terreus NIH2624CCCGGCGGAGAGTCTCAAGCAGATGGATGATTGGTACCAATTCTATCTCATCCCCGGTGCCGCCCACTGCGGTACCAATGATCTGCAGCCCGGACCTTGG 
A. niger GH1      CTACACCCAGTCCCTGCAGGATATGTCCAACTGGTACCAGCTCTACCTCGTCCCCGGCGCTGCTCACTGCGGTACCAACTCCCTCCAGCCTGGTCCTTAC 
 
                            1510      1520      1530      1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600         
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308CCCGAGGACAACATGGAGATCATGATCGACTGGGTTGAGAACGGCAACAAGCCTTCCCG----------------------------------------- 
A. niger CBS513.88CCCGAGGACAACATGGAGATCATGATCGACTGGGTTGAGAACGGCAACAAGCCTTCCCG----------------------------------------- 
A. niger ATCC1015 CCTGAGGACAACATGGAGATCATGATCGACTGGGTTGAGAACGGCAACAAGCCTTCCCG----------------------------------------- 
A. niger          CCCGAGGACAATATGGAGATCATGATCAACTGGGTGGAGAACGGTGTCAAGCCTTCCCGTCTCAACGCCACCGTCTCTTCCGGTACTTATGAGGGTGAGA 
A. ruber CBS135680CCACAGAACAACATGGAGACCATCATCAACTGGGTCGAGAACGGCGTCAAGCCCTCTCG----------------------------------------- 
A. terreus NIH2624CCCGAAAGCAACATGGAGATCATGATCAACTGGGTCGAGAATGGCGTCAAGCCCAGTCG----------------------------------------- 
A. niger GH1      CCCGAGGACAACATGGAGATCATGATCGACTGGGTTGAGAACGGCAACAAGCCTTCCCG----------------------------------------- 
 
                            1610      1620      1630      1640      1650      1660      1670      1680      1690      1700         
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308---------------------------------------------CCTCAACGCCACCGTCTCCTCCGGTACCTATGCTGGTGAGACCCAGATGCTTTGC 
A. niger CBS513.88---------------------------------------------CCTCAACGCCACCGTCTCCTCCGGTACCTATGCTGGTGAGACCCAGATGCTCTGC 
A. niger ATCC1015 ---------------------------------------------CCTCAACGCCACCGTCTCCTCCGGCTACTATGCTGGTGAGACCCAGATGCTTTGC 
A. niger          CGCAGATGCTGTGCCAGTGCCCTCTCGTCCCCCTCTGGACCAGCGCCTCAACGCCACCGTCTCCTCCGGTACCTATGCTGGTGAGACCCAGATGCTCTGC 
A. ruber CBS135680---------------------------------------------TCTCAACGCGACTGTTTCCTCTGGTACTTATGCTGGTGAGACGCAGATGCTGTGC 
A. terreus NIH2624---------------------------------------------TCTCAATGCCACTGTTTCTTCTGGTACGTACGCTGGTGAGACCCAGATGCTTTGC 
A. niger GH1      ---------------------------------------------CCTCAACGCCACCGTCTCCTCCGGCACCTATGCTGGTGAGACCCAGATGCTTTGC 
 
                            1710      1720      1730      1740      1750      1760      1770      1780      1790      1800         
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308CAGTGGCCTTCTCGTCCCCTCTGGAACAGCAAC---TCCAGCTTCTCTTGTGTTCACGATTCCAAGTCCCTTGCTACTTGGGACTACACTTTTGATGCTT 
A. niger CBS513.88CAGTGGCCTTCCCGTCCCCTCTGGACCAGCAAC---TCCAGCTTCTCTTGTGTCCATGACTCCAAGTCTCTTGCTACTTGGGACTACACTTTTGACGCTT 
A. niger ATCC1015 CAGTGGCCTTCTCGTCCCCTCTGGACCAGCAAC---TCCAGCTTCTCTTGTGTTCATGACTCCAAGTCCCTTGCTACTTGGGACTACACTTTTGATGCTT 
A. niger          CAGTGGCCTTCCCGTCCCCTCTGGACCAGCAAC---TCCAGCTTCTCTTGTGTCCATGACTCCAAGTCTCTTGCTACTTGGGACTACACTTTTGACGCTT 
A. ruber CBS135680CAGTGGCCTACTCGTCCATTGTGGAAGGGTAACAGCTCGTCATTCAGCTGTGTTAA-------------------------------------------- 
A. terreus NIH2624CAGTGGCCGACTCGTCCCCTCTGGCATGGAAACAGTTCCAGCTTCGATTGTGTTCATGACAAGGAGTCCATTGATAGCTGGACCTACTCTTTCCCTGCCT 
A. niger GH1      CAGTGGCCTTCTCGTCCCCTCTGGAACAGCAAC---TCCAGCTTCTCTTGTGTTCACGACTCCAAGTCCCTTGCTACTTGGGACTACACTTTTGATGCTT 
 
                            1810      1820  
                    ....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308TCAAGATGCCCGTTTTCTAA 
A. niger CBS513.88TCAAGATGCCCGTTTTTTAA 
A. niger ATCC1015 TCAAGATGCCCGTTTTCTAA 
A. niger          TCAAGATGCCCGTTTTTTAA 
A. ruber CBS135680-------------------- 
A. terreus NIH2624TTAAGGTTCCCGTGTACTAA 
A. niger GH1      TCAAGATGCCCGTTTTTTAA 
Figura25.Alineamiento múltiple de la secuencia nucleotídica de A. niger GH1 las con las 





                         10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308SSLSDLCTVSNVQSALPSNGTLLGINLIPSAVTANTVTDASSG--MGSS-----GSYDYCNVTVTYTHTGKGDKVVVKYALPAPSDFKNRFYVAGGGGFS 
A. niger CBS513.88TSLSDLCTVSNVQSALPSNGTLLGIDLIPSAVTANTVTDASSG--MGSS-----GSYDYCNVTVTYTHTGKGDKVVVKYALPAPSDFKNRFYVAGGGGFS 
A. niger ATCC1015 TSLSDLCTVSNVQSALPSNGTLLGINLIPSAVTANTVTDASSG--MGSS-----GSYDYCNVTVTYTHTGKGDKVVVKYALPAPSDFKNRFYVAGGGGFS 
A. niger_         -SLSDVCTVSNVQSALPSNGTLLGIDLIPSAVTANTVTDATAG--MGST-----TTYDYCNVTVTYTHTGKGDQVVVKYAFPAPSDFENRFYVAGGGGFS 
A. ruber CBS135680-SLSDVCTVSNVRAALPANGTLLGMDMIPSAVTAGAVYNASAG--MGST-----ETYTYCNVTVAYTHTGKGDKVVIKYAFPKPSDFNSRFYVAGGGGFS 
A. terreus NIH2624TSLVDLCTVSHVQAAIPANGTLLGINLIPSSVTASPVYNATVGGGMGSTTSSSAATYDYCNVTVAYTHTGKGDEVVVKYAFPSPSDFKSRFYVAGGGGFS 
A. niger GH1      TSLSDLCTVSNVQSALPSNGTLLGINLIPSAVTANTVTDASSG--MGSS-----GSYDYCNVTVTYTHTGKGDKVVVKYALPAPSDFKNRFYVAGGGGFS 
 
                            110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308LSSDATGGLEYGAASGATDAGYDAFSYSYDEVVLYGNGSINWDATYMFSYQALGEMTKIAKPLTRGFYGLSSDKKIYTYYEGCSDGGREGMSQVQRWGDE 
A. niger CBS513.88LSSDATGGLEYGAASGATDAGYDAFSYSYDEVVLYGNGSINWDATYMFSYQALGEMTKIAKPLTRGFYGLSSDKKIYTYYEGCSDGGREGMSQVQRWGDE 
A. niger ATCC1015 LSSDATGGLEYGAASGATDAGYDAFSYSYDEVVLYGNGSINWDATYMFGYQALGEMTKIAKPLTRGFYGLSSDKKIYTYYEGCSDGGREGMSQVQRWGDE 
A. niger_         LSSDATGGLEYGAASGATDAGYDAFSYSYDEVVLYGNGFINWDATNMFGYQALGEMTKIGKPLTQGFYGLSSDQKIYTYYEGCSDGGREGMSQVHRWGDE 
A. ruber CBS135680LSSDATGGLEYGAVGGATDAGYDAFSNSYDEVVLYGNGSINWDATYMFAYQALGEMTKLGKVLTQGFYGT--EDKVYTYYEGCSDGGREGMSQVQRWGEE 
A. terreus NIH2624LSSDATGGLSYGAAGGATDAGYDAFSNSYDEVVLYGNGSINWDATYMFGYQALGEMTKIGKPLARGFYGLSGDTKIYTYYEGCSDGGREGMSQVQRWGEE 
A. niger GH1      LSSDATGGLEYGAASGATDAGYDAFSYSYDEVVLYGNGSINWDATYMFSYQALGEMTKIAKPLTRGFYGLSSDKKIYTYYEGCSDGGREGMSQVQRWGDE 
 
                            210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308YDGVIAGAPAFRFAQQQVHHVFPATIEHTMDYYPPPCELDKIVNATIEACDPLDGRTDGVVSRTDLCMLNFNLTSIIGESYYCAEQNYTSLGFGFSKR-- 
A. niger CBS513.88YDGVIAGAPAFRFAQQQVHHVFPATIEHTMDYYPPPCELDKIVNATIEACDPLDGRTDGVVSRTDLCMLNFNLTSIIGESYYCAEQNYTSLGFGFSKR-- 
A. niger ATCC1015 YDGVIAGAPAFRFAQQQVHHVFPATIEHTMDYYPPPCELDKIVNATIEACDPLDGRTDGVVSRTDLCMLNFNLTSIIGEPYYCAAENYTSLGFGFSKR-- 
A. niger_         YDGVIAGARPSALAQQQGGPRLPGTIGHTMDYYPPPCELEKIVTETISACDPLDGRTDGVVSRTDLCMLNFNLTSLIGTPYYCAAQNYTSLGFGLRKRK- 
A. ruber CBS135680YDGAITGAPAFRFGQQQVHHVYSSAVEHTQDYYPPPCELDKIVNATIAACDPLDGRTDGVISRTDLCKLRFNLTSIIGESYHCAAETSTSLGFGFSKR-- 
A. terreus NIH2624YDGAITGAPAFRFGQQQVHHVYPSAVEKTHDYYPPPCELDKIVNATIAACDPLDGRTDGVVSRTDLCKLNFNLSSIIGEPYYCAEQNYTSLGFGFSKRGL 
A. niger GH1      YDGVIAGAPAFRFAQQQVHHVFPATIEHTMDYYPPPCELDKIVNATIEACDPLDGRTDGVVSRTDLCMLNFNLTSIIGESYYCAEQNYTSLGFGFSKR-- 
 
                            310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308----AEGSTTSYQPAQNGSVTAEGVALAQAIYDGLHDSNGKRAYLSWQIAAELSDGDTEYDSTTDSWTLSIPSTGGEYVTKFVQLLNIDNLENLDNVTYD 
A. niger CBS513.88----AEGSTTSYQPAQNGSVTAEGVTLAQAIYDGLHDSNGKRAYLSWQIAAELSDGDTEYDSTTDSWTLSIPSTGGEYVTKFVQLLNIDNLENLDNVTYD 
A. niger ATCC1015 ----AEGSTTSYQPAQNGSVTAEGVALAQAIYDGLHDSNGKRAYLSWQIAAELSDGDTEYDSTTDSWTLSIPSTGGEYVTKFVQLLNIDNLENLDNVTYD 
A. niger_         ----AKGSTTSYQPAQNGTITRRXVALAQAXYDGLHDSEGKRAYLSWQIAAELFDADTTYDSTTDSWTLDIPSTGGEYVTKFVQLLNIDNLENLDNVTYD 
A. ruber CBS135680----AEGSTTSYQPEQNGTVTAEGVAVAQAIYDGLHNSNGERAYLSWQIGSELSDATTEYNNDTGKWELSIPSTGGEYVTKFVQLLNIDNLSDLNGVTYD 
A. terreus NIH2624NKRQAPGSSTSYQPEQNGTVSAEGVAVAQAIYDGLHNSKGQRAYLSWQIASELSDATTDYNSDTDSWELSIPSTGGEYVTKFVQLLDIDNLSNLDNVTYD 
A. niger GH1      ----AEGSTTSYQPAQNGSVTAEGVALAQAIYDGLHDSNGKRAYLSWQIAAELSDGDTEYDSTTDSWTLSIPSTGGEYVTKFVQLLNIDNLENLDNVTYD 
 
                            410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308TLVDWMNIGMIRYIDSLQTTVIDLTTFKESGGKMIHYHGESDPSIPTASSVHYWQAVRQAMYPNTTYTQSLQDMSDWYQLYLVPGAAHCGTNSLQPGPYP 
A. niger CBS513.88TLVDWMNIGMIRYIDSLQTTVVDLTTFQESGGKMIHYHGESDPSIPTASSVHYWQGVRQAMYPNTSYTQSLKEMSDWYQLYLVPGAAHCGTNDLQPGPYP 
A. niger ATCC1015 TLVEWMNIGMIRYIDSLQTTIPDLTTFQKSGGKMIHYHGESDPSIPTASSVHYWQAVRQAMYPNTTYTQSLKEMSDWYQLYLVPGAAHCGTNDLQPGPYP 
A. niger_         TLVDWMNTGMIRYIDSLQTTVVDLTDFQKSGGKMIHYHGESDPSIPTASSVHYWQAVRQAMYPNVTYTDSLKRMADWYQLYLIPGAAHCGTNSLQPGPYP 
A. ruber CBS135680TLVDWMNIGMVRYMDSLQTTYPDLTTFKTSGGKLLHYHGESDPSIPAASSVHYWQAVRSVMYGNLTQEESLEALEDWYQFYLIPGAAHCGSNTLQPGPYP 
A. terreus NIH2624TLVDWMNIGMVRYMDSLQTTLPDLTTFQSSGGKLLHYHGESDPSIPAASSVHYWQSVRSVMYPKLTPAESLKQMDDWYQFYLIPGAAHCGTNDLQPGPWP 
A. niger GH1      TLVDWMNIGMIRYIDSLQTTVIDLTTFKESGGKMIHYHGESDPSIPTASSVHYWQSVRQAMYPNTTYTQSLQDMSNWYQLYLVPGAAHCGTNSLQPGPYP 
 
                            510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          
                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
A. kawachi IFO4308EDNMEIMIDWVENGNKPSRLNATVSSGTYAGETQMLCQWPSRPLWNSNSS----------------------------FSCVHDSKSLATWDYTFDAF-K 
A. niger CBS513.88EDNMEIMIDWVENGNKPSRLNATVSSGTYAGETQMLCQWPSRPLWTSNSS----------------------------FSCVHDSKSLATWDYTFDAF-K 
A. niger ATCC1015 EDNMEIMIDWVENGNKPSRLNATVSSGYYAGETQMLCQWPSRPLWTSNSS----------------------------FSCVHDSKSLATWDYTFDAF-K 
A. niger_         EDNMEIMINWVENGVKPSRLNATVSSGTYEGETQMLCQCPLVPLWTSASTPPSPPVPMLVRPRCSASGLPVPSGPATPASLVSMTPSLLLLGTTLLTLSR 
A. ruber CBS135680QNNMETIINWVENGVKPSRLNATVSSGTYAGETQMLCQWPTRPLWKGNSSS---------------------------FSCVNDQESIDSWTYSFDAF-K 
A. terreus NIH2624ESNMEIMINWVENGVKPSRLNATVSSGTYAGETQMLCQWPTRPLWHGNSSS---------------------------FDCVHDKESIDSWTYSFPAF-K 
A. niger GH1      EDNMEIMIDWVENGNKPSRLNATVSSGTYAGETQMLCQWPSRPLWNSNSS----------------------------FSCVHDSKSLATWDYTFDAF-K 
 
 
                    ....| 
A. kawachi IFO4308MPVF- 
A. niger CBS513.88MPVF- 
A. niger ATCC1015 MPVF- 
A. niger_         CPFFK 
A. ruber CBS135680IPVY- 
A. terreus NIH2624VPVY- 
A. niger GH1      MPVF- 
 
Figura26.Alineamiento múltiple de la secuencia de A. niger GH1 las con las seis secuencias de 
tanasas fúngicas que presentaron mayor identidad con la tanasa de A. niger GH1. 
 
 
Con estos dos alineamientos se determinó que la secuencia de aminoácidos de la tanasa 
de A. niger GH1 mostró identidades de 78.6-99.4% con respecto a las 6 tanasas fungicas 
más similares: la tanasa de Aspergillus kawachii IFO 4308 (GenBank número de acceso 
GAA91900.1, 99.4 %), la tanasa de A. niger CBS 513.88 (GenBank número de acceso 
XP_001402486.1, 98.0 %), la tanasa deA. niger ATCC 1015 (GenBank número de 
acceso EHA22262.1, 97.1 %), la tanasa de Aspergillus terreus NIH2624 (GenBank 
número de acceso XP_001216558.1, 80.0 %), la tanasa de A. niger (Gen Bank número 
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de acceso ABX89592.1, 79.2 %),y la tanasa y feruloil esterasa deAspergillus ruber CBS 
135680 (Gen Bank número de acceso EYE96818.1,78.6 %), con identidades en las 
secuencia nucleotídicas que van en un intervalo de 73.3 a 98.6% para las mismas tanasas 
fúngicas.  
En la Figura 27 se muestra el alineamiento entre la secuencia de la tanasa de A. 
niger GH1 y la secuencia de la tanasa más relacionada (A. kawachi IFO4308). La tanasa 
de A. niger GH1 mostró tres diferencias, todas conservativas (T20S, S462A, y N482D). 
 
 
Sequence ID: lcl|259153Length: 562Number of Matches: 1 
Range 1: 1 to 562Graphics Next Match Previous Match  
Alignmentstatisticsfor match #1 
NW Score Identities Positives Gaps 
2999 559/562(99%) 562/562(100%) 0/562(0%) 
 
Query  1    TSLSDLCTVSNVQSALPSNGTLLGINLIPSAVTANTVTDASSGMGSSGSYDYCNVTVTYT  60 
+SLSDLCTVSNVQSALPSNGTLLGINLIPSAVTANTVTDASSGMGSSGSYDYCNVTVTYT 
Sbjct  1    SSLSDLCTVSNVQSALPSNGTLLGINLIPSAVTANTVTDASSGMGSSGSYDYCNVTVTYT  60 
 
Query  61   HTGKGDKVVVKYALPAPSDFKNRFYVAGGGGFSLSSDATGGLEYGAASGATDAGYDAFSY  120 
            HTGKGDKVVVKYALPAPSDFKNRFYVAGGGGFSLSSDATGGLEYGAASGATDAGYDAFSY 
Sbjct  61   HTGKGDKVVVKYALPAPSDFKNRFYVAGGGGFSLSSDATGGLEYGAASGATDAGYDAFSY  120 
 
Query  121  SYDEVVLYGNGSINWDATYMFSYQALGEMTKIAKPLTRGFYGLSSDKKIYTYYEGCSDGG  180 
            SYDEVVLYGNGSINWDATYMFSYQALGEMTKIAKPLTRGFYGLSSDKKIYTYYEGCSDGG 
Sbjct  121  SYDEVVLYGNGSINWDATYMFSYQALGEMTKIAKPLTRGFYGLSSDKKIYTYYEGCSDGG  180 
 
Query  181  REGMSQVQRWGDEYDGVIAGAPAFRFAQQQVHHVFPATIEHTMDYYPPPCELDKIVNATI  240 
            REGMSQVQRWGDEYDGVIAGAPAFRFAQQQVHHVFPATIEHTMDYYPPPCELDKIVNATI 
Sbjct  181  REGMSQVQRWGDEYDGVIAGAPAFRFAQQQVHHVFPATIEHTMDYYPPPCELDKIVNATI  240 
 
Query  241  EACDPLDGRTDGVVSRTDLCMLNFNLTSIIGESYYCAEQNYTSLGFGFSKRAEGSTTSYQ  300 
            EACDPLDGRTDGVVSRTDLCMLNFNLTSIIGESYYCAEQNYTSLGFGFSKRAEGSTTSYQ 
Sbjct  241  EACDPLDGRTDGVVSRTDLCMLNFNLTSIIGESYYCAEQNYTSLGFGFSKRAEGSTTSYQ  300 
 
Query  301  PAQNGSVTAEGVALAQAIYDGLHDSNGKRAYLSWQIAAELSDGDTEYDSTTDSWTLSIPS  360 
            PAQNGSVTAEGVALAQAIYDGLHDSNGKRAYLSWQIAAELSDGDTEYDSTTDSWTLSIPS 
Sbjct  301  PAQNGSVTAEGVALAQAIYDGLHDSNGKRAYLSWQIAAELSDGDTEYDSTTDSWTLSIPS  360 
 
Query  361  TGGEYVTKFVQLLNIDNLENLDNVTYDTLVDWMNIGMIRYIDSLQTTVIDLTTFKESGGK  420 
            TGGEYVTKFVQLLNIDNLENLDNVTYDTLVDWMNIGMIRYIDSLQTTVIDLTTFKESGGK 
Sbjct  361  TGGEYVTKFVQLLNIDNLENLDNVTYDTLVDWMNIGMIRYIDSLQTTVIDLTTFKESGGK  420 
 
Query  421  MIHYHGESDPSIPTASSVHYWQSVRQAMYPNTTYTQSLQDMSNWYQLYLVPGAAHCGTNS  480 
            MIHYHGESDPSIPTASSVHYWQ+VRQAMYPNTTYTQSLQDMS+WYQLYLVPGAAHCGTNS 
Sbjct  421  MIHYHGESDPSIPTASSVHYWQAVRQAMYPNTTYTQSLQDMSDWYQLYLVPGAAHCGTNS  480 
 
Query  481  LQPGPYPEDNMEIMIDWVENGNKPSRLNATVSSGTYAGETQMLCQWPSRPLWNSNSSFSC  540 
            LQPGPYPEDNMEIMIDWVENGNKPSRLNATVSSGTYAGETQMLCQWPSRPLWNSNSSFSC 
Sbjct  481  LQPGPYPEDNMEIMIDWVENGNKPSRLNATVSSGTYAGETQMLCQWPSRPLWNSNSSFSC  540 
 
Query  541  VHDSKSLATWDYTFDAFKMPVF  562 
            VHDSKSLATWDYTFDAFKMPVF 
Sbjct  541  VHDSKSLATWDYTFDAFKMPVF  562 
 
Figura27. Alineamiento entre la secuencia de la tanasa de A. niger GH1 y la secuencia 
de la tanasa de A. kawachi IFO4308. En rojo se muestran las tres diferencias conservativas 
entre las dos tanasas (T20S, S462A, y N482D). 
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7.1.5. Análisis computacional de la secuencia aminoacídica de la tanasa de A. niger 
GH1 
El análisis con Pfam mostró que la secuencia de la tanasa de A. niger GH1 tiene un 
dominio del residuo 53 al 545 que pertenece a la familia Tanasa PF07519 en donde se 
agrupan otras tanasas, feruloil estearasas y varias proteínas de bacterias de función 
desconocida. Esta familia es un miembro del clan AB_hidrolasa (CL0028) cuyo dominio 
catalítico se encuentra en una amplia gama de enzimas, ya que este clan contiene 67 
miembros. Actualmente en la familia PF07519 están reportadas 757 secuencias 
aminoacídicas distribuidas en 345 especies, 375 (49.5%) secuencias son de bacterias 
(271 especies, 78.6%) y 382 (50.5%) de eucariotas (74 especies, 21.4%). De entre los 
eucariotas destacan los hongos con 365 secuencias (48.2% del total de las secuencias) 
distribuidas en 69 especies (20.0%). En la familia PF07519 se encuentran descritas 15 
arquitecturas de organización de dominios, presentando la tanasa de A. niger GH1 la 
arquitectura más sencilla de un único dominio. La familia PF07519 sólo tiene descrita 
una estructura tridimensional determinada experimentalmente por cristalografía de rayos 
X (clave Protein Data Bank 3WMT), que corresponde a una feruloil estearasa de A. 
oryzae (Suzuki et al., 2014). 
El programa Phyre2 realizó un modelo molecular con todos los aminoácidos de la 
tanasa de A. niger GH1, 512 residuos (91%) fueron modelados en base a la estructura 
3WMT debido a que el programa consideró a 3WMT como un homólogo real de la 
tanasa de A. niger GH1 con un 100% de confiabilidad. Además 50 residuos (9%) fueron 
modelados mediante técnicas de ab initio. El modelo molecular de la tanasa de A. niger 
GH1 (Figura 28 A) mostró la presencia de 16 hélices alfa y 16 hojas beta que abarcan el 
29 y 13% de la proteína, respectivamente, que forman dos dominios estructurales, uno 
de ellos con un plegamiento tipo α/β-hidrolasa que constituye el dominio catalítico, y el 
otro un dominio tipo tapa que cubre el sitio catalítico.A partir del modelo molecular y 
mediante comparación con la feruloil esterasa 3WMT, se propone a los residuos Ser-
196, Asp-448, e His-494 como los residuos que constituyen la triada catalítica. Además, 
estos residuos de serina e histidina pudieran estar directamente conectados mediante un 
puente disulfuro entre las cisteínas que se encuentran contiguas a la serina e histidina, 
Cys-195 y Cys-495 (Figura 28 B), formando el motivo estructural descrito 
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recientemente (CS-D-HC) (Susuki et al., 2014). El modelo molecular también mostró 
que uno de los sitios de reconocimiento tipo Kex2 (Lys-309-Arg-310, Figura 28 C) se 
encuentra en un loop flexible del dominio de tapa. 
 
Figura28. Modelaje molecular de la tanasa de A. niger GH1. A. Modelo construido 
usando el servidor Phyre2 mostrando la prescencia del dominio catalítico y el dominio 
de tapa. B. Triada catalítica Ser-196, Asp-448, e His-494, conectada directamente por 
un puente disulfuro entre las cisteinas vecinas Cys-195 y Cys-495. C. Sitio de 
reconocimiento Kex2 (Lys-309-Arg-310) en un loop flexible del dominio de tapa. 
 
7.2. Diseño y construcción de una secuencia nucleotídica ANTgs que codifica para 
la tanasa de Aspergillus niger GH1 
7.2.1. Construcción, transformación y caracterización de los vectores pUC57ANTgs 
y pGEMANTgs 
En la Figura 29 se muestra el vector pUC57 portando el gen ANTgs sintetizado, clonado 


















Figura 29. Mapa del vector pUC57ANTgs. Se muestra el gen 
ANTgs flanqueado por los sitios de restricción BamHI y AvrII, 




En la Figura 30 se muestra el análisis en gel de agarosa para verificar la 
integridad del DNA plasmídico aislado de células de E. coli cepa Coppy Cutter 400 
transformadas con el vector pUC57ANTgs. La obtención de las bandas confirmó la 
integridad del DNA plasmídico aislado. 
 
Figura 30. Análisis en gel de agarosa para verificar la integridad del 
DNA plasmídico aislado de células de E. coli Coppy Cutter 400 
transformadas con el vector pUC57ANTgs. Carril M. 1 kb DNA Ladder 
(Promega). Carril 1. DNA plasmídico pUC57ANTgs. 
 
La secuencia de los iniciadores diseñados y dirigidos al inicio y al final del gen 
síntetico ANTgs, así como los diferentes elementos de éstos, se muestran en la figura 31. 
En la parte superior se presenta la secuencia del iniciador 3’ALFAGSB de 20 
nucleótidos, en la parte inferior se muestra el iniciador 5’TANGSA de 20 nucleótidos. 
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de la PCR con la plataforma primer BLAST (Figura 32), teniendo como secuencia 
molde la secuencia del plásmido pUC57ANTgs. Esta simulación de la PCR con los 
oligonucleótidos 3’ALFAGSB y 5’TANGSA dio lugar a una única banda de 1961 pb 
correspondiente a la secuencía nucleotídica codificante para la secuencia prepro del 
factor alfa de S. cerevisiae y la región de la proteína madura de la tanasa de A. niger 
GH1. El programa no señaló la presencia de bandas inespecíficas. 
 
 
Figura 31. Secuencia de los iniciadores 3’ALFAGSB y 
5’TANGSA diseñados.En la parte superior se muestra la 
secuencia del iniciador 3’ALFAGSB, en la parte inferior se 




Figura32. Simulación de la PCR mediante la plataforma Primer BLAST. Como datos de 
entrada se emplearon los iniciadores diseñados al incio y al final del gen sintético y como 
secuencia molde la secuencia del plásmido pUC57ANTgs. Las flechas representan los 
iniciadores 3’ALFAGSB y 5’TANGSA. La línea azul representa el producto amplificado 
perteneciente al fragmento ANTGH1de 1967 pb. 
 
 
Como resultado del estudio realizado con Primer BLAST se obtuvo la Figura 33 
donde se muestra la posición de los nucleótidos del iniciador 3’ALFAGSB que hibridan 
con la secuencia blanco (minus), y la posición de los nucleótidos del iniciador 
5’TANGSA que hibridan con la secuencia blanco (plus). 
5’-GAA GGA TCC AAA CGA TGA GA
-3´





Figura 33. Identidad de los iniciadores con la secuencia molde. El esquema de estas 




La Figura 34 muestra cuatro geles de agarosa al 0.8% correspondientes a las 
etapas de síntesis del fragmento ANTgs mediante PCR con oligonucleótidos específicos 
(Sección 6.6.2) para ANTgs (Panel A, carril 3), transformación de pGEMANTgs 
(Sección 6.6.5.) en E. coli JM109 (Panel B, carril 1), caracterización de pGEMANTgs 
por PCR mediante oligonucleótidos específicos (Sección 6.6.2.) para ANTgs (Panel C, 
carril 1) y caracterización de pGEMANTgs mediante digestión (Sección 6.6.6.3,Tabla 
XIII) con BamHI (Panel D, carril 4) y AvrII (Panel D, carril 6). Los resultados obtenidos 
confirmaron la correcta construcción del plásmido pGEMANTgs, y por lo tanto se pudo 
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Figura34. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de las etapas experimentales 
para la construcción del vector pGEMANTgs. Panel A. Síntesis por PCR del fragmento ANTgs 
con los oligonucleótidos específicos diseñados a partir de la secuencia ANTgs. Carril 1: Control 
negativo (Sin DNA); Carril 2: Control positivo (DNAg de A. niger GH1 con oligos diseñados), 
Carril 3: DNA plasmídico de pUC57ANTgs donde se observa la amplificación del fragmento ANTgs. 
Panel B. DNA plasmídico de pGEMANTgs aislado a partir de una clona de E. coli JM109. Panel C. 
Caracterización mediante PCR de pGEMANTgs con oligonucleótidos específicos para el fragmento 
ANTgs (Carril 1). Panel D. Caracterización del vector construido pGEMANTgs. Carril 1: pPIC9TgQ 
sin digerir (Testigo negativo de corte). Carril 2: pPIC9TgQ digerido con BamHI (testigo positivo de 
corte). Carriles 3 y 5: Control negativo de corte del vector construido (pGEMANTgs sin BamHI o 
AvrII). Carriles 4 y 6: pGEMANTgs digerido con BamHI y AvrII). Carriles M (paneles A, B, C y D): 
marcador de tamaño molecular 1 Kb DNA Ladder (Promega). 
 
 
7.2.2. Subclonación del fragmento ANTgs en el vector pPIC9 
La Figura 35 muestra cuatro geles de agarosa al 0.8% realizados para dar seguimiento a 
las etapas experimentales para subclonar el fragmento ANTgs en el vector pPIC9 (Tabla 
XV). La digestión preparativa de pPIC9TgQ con BamHI y AvrII (panel A) generó dos 
fragmentos, uno de 7733 pb (Figura 35, panel A, carril 2), correspondiente al vector 
pPIC9, y otro de 1004 pb correspondiente al gen TgQ más la secuencia prepro. La 
purificación de la banda de 7733 pb (panel C, carril 1) condujo a obtener 123.5 ng de 
DNA que se emplearon para llevar a cabo la ligación con el fragmento ANTgs (panel D). 
La digestión preparativa de pGEMANTgs con BamHI y AvrII (panel B) también generó 
dos fragmentos (Tabla XIV)de 3014 y 1955 pb (carril 1). La purificación de la banda de 
1955 pb (panel C, carril 2) condujo a obtener 103.3 ng de DNA que se emplearon para 
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Figura 35. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de las etapas experimentales 
para subclonar el fragmento ANTgs en el vector pPIC9. Panel A. digestión preparativa de 
pPIC9TgQ con BamHI y AvrII. Carril 1: pPIC9TgQ sin digerir. Carril 2: pPIC9TgQ digerido con 
BamHI y AvrII. Panel B. Digestión preparativa de pGEMANTgs con BamHI y AvrII. Carril 1: 
pGEMANTgs digerido con BamHI y AvrII. Panel C. Fragmentos purificados para llevar a cabo la 
ligación. Carril 1: Fragmento de 7733 pb del vector pPIC9. Carril 2: Fragmento de 1955 pb del 
fragmento ANTgs. Panel D. Ligación del vector pPIC9 con el fragmento ANTgs. Carril 1: vector 
pPIC9 y fragmento ANTgs sin DNA ligasa T4 (testigo negativo de ligación). Carril 2: vector pPIC9 y 
fragmento ANTgscon DNA ligasa T4 después de 48 h de incubación a 4ºC. Carriles M (paneles A, B, 
C y D): marcador de tamaño molecular 1 Kb DNA Ladder (Promega). 
 
 
En el ensayo de ligación del vector pPIC9 con el fragmento ANTgs (panel D, 
carril 2) se observó la presencia de bandas que no se encontraban en el testigo negativo 
de ligación (fragmentos a ligar sin ligasa, Panel D, carril 1), lo cual indicó que se llevó a 
cabo la ligación. Confirmada la ligación del vector pPIC9 con el fragmento ANTgs, se 
utilizaron 2.0 µL del producto de ligación para la transformación de células de E. coli 
JM109 químicamente competentes y se obtuvieron 100 colonias transformadas, de las 
cuales se aislaron diez colonias, se propagaron y se extrajo el DNA plásmídico que se 
analizaron en gel de agarosa (Figura 36). La obtención de bandas intensas sin 
degradación confirmó la integridad del DNA plasmídico aislado (llamados 
pPIC9ANTgs). Además, se observaron claramente las distintas conformaciones 
características de los plásmidos que corresponden al DNA relajado, enrollado y 
superenrollado. Asímismo también se observó la auscencia de RNA.  
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Figura 36. Análisis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de 
pPIC9ANTgs. Carril M. Marcador de tamaño molecular. Carriles 1-10. DNA 
plasmídico de diez clolonias obtenidas durante la transformación de E. coli 
JM109 con el producto de ligación de pPIC9 y el fragmento ANTgs. 
 
 
La caracterización de dos plásmidos pPIC9ANTgs por PCR con los iniciadores 
5’ALFAGSB y 3’TANGSA que hibridan en los extremos 5’ y 3’ de ANTgs, 
respectivamente, se muestra en la Figura 37. La obtención de una banda de 1961 pb 




Figura 37. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de la 
caracterización por PCR con los iniciadores 5’ALFAGSB y 3’TANGSA 
del plásmido pPIC9ANTgs construido.Carril M: Marcador de tamaño 
molecular (1 Kb DNA Ladder); Carril 1: Control (-) de la PCR; Carril 2: 
Control positivo (DNAp pGEMANTGH1con los iniciadores TanX y TanAV); 
Carriles 3-12: DNA plasmídico pPIC9ANTgs de diez colonias de E. coli 
trasformadas. La banda de 1961 pb corresponde a la secuencia nucleotídica 







Con estos resultados se comprobó la identidad del plásmido pPIC9ANTgs 
construido. En la Figura 38 se muestra un esquema del plásmido pPIC9ANTgs de 9688 
pb y sus regiones más importantes: el promotor de AOX1 (5’AOX1), la secuencia prepro 
del factor alfa de S. cerevisiae, el fragmento ANTgs, el terminador de la transcripción de 
AOX1 (3’AOX1 TT), el gen de la histidinol deshidrogenasa de P. pastoris (HIS4), el 
fragmento 3’ de AOX1, el origen de replicación ColE1 y el gen de resistencia a 





Figura38. Representación gráfica del vector de expresión pPIC9ANTgs. 
Se indica el sitio de inserción del fragmento BamHI/AvrII del fragmento 
ANTgs de 1961 pb en el vector pPIC9ANTgs.Se muestran también las 
diferentes regiones que componen el plásmido de expresión: Promotor y 
terminador de la transcripción del gen AOX1 de P. pastoris (regiones 
5’AOX1 y 3’AOX1 TT respectivamente), región 3’ del mismo gen 
(3’AOX1), gen de la histidinol deshidrogenasa (HIS4) de P. pastoris, y la 
secuencia señal (SS). También contiene secuencias necesarias para 
propagación del plásmido en E. coli tales como el gen de resistencia a 
ampicilina (ampr) y el origen de replicación (ColE1). Contiene además los 
sitios de restricción necesarios para la integración eficiente en P. pastoris, 





7.3. Construcción de cepas recombinantes de P. pastoris portadoras del fragmento 
ANTgs (KM71ANT) 
7.3.1. Transformación de la cepa KM71 de P. pastoris con el vector de expresión 
construido 
En la Figura 39 se muestra el análisis en gel de agarosa del vector pPIC9ANTgs 
linearizado con la enzima de restricción SalI, para verificar el corte total del vector. Este 
vector se empleó para transformar células químicamente competentes de P. pastoris. La 
obtención de una banda bien definida de 9688 pb demostró el corte total del vector. 
 
Figura 39. Verificación del corte total del vector de expresión 
pPIC9ANTgs con SalI en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. Carril M: 
marcador de tamaño molecular 1 Kb DNA Ladder (Promega). Carril 1: 
pPIC9ANTgs linearizado con la enzima SalI. 
 
 
En el ensayo de transformación se obtuvieron alrededor de cien colonias 
transformadas con el plásmido pPIC9ANTgs, mientras que en el testigo negativo de 
transformación (sin DNA) no se obtuvieron colonias. De las cien colonias transformadas 
obtenidas, se seleccionaron veinte colonias al azar y  se analizaron por PCR. En la 
Figura 40 se muestra el análisis en gel de agarosa para verificar la integridad de los 
DNA genómicos aislados de células de P. pastoris cepa KM71 transformadas con el 
vector pPIC9ANTgs linearizado previamente con SalI. La obtención de bandas intensas 
y definidas demostró la integridad de todos los DNA genómicos aislados.Con estos 
DNA genómicos obtenidos se procedió a realizar el análisis por PCR del genotipo de las 




Figura 40. Verificación de la integridad del DNA genómico aislado de 
cepas de P. pastoris KM71 transformadas con el vector pPIC9ANTgs (gel 
de agarosa al 0.8% en TBE 1X). Carril M: marcador de tamaño molecular 
DNA Ladder (Promega). Carriles 1-20: DNA genómico aislado de cepas 
KM71 transformadas con el vector pPIC9ANTgs linearizado con SalI. 
 
7.3.2. Análisis por PCR del genotipo de las cepas recombinantes obtenidas 
El análisis mediante PCR con los oligonucleótidos 5’AOXy 3’AOX del DNA genómico 
aislado de 20 cepas recombinantes de P. pastoris KM71ANT (transformantes His+) 
mostró una banda de 2158 pb (carriles 1-10, 13, 15, 17-19, Figura 41) que corresponde a 
la secuencia prepro del factor alfa (255 pb), a la secuencia del gen sintético que codifica 
para la tanasa de A. niger GH1 (1689 pb) y los fragmentos del sitio multiple de 
clonación del vector pPIC9 (21 pb), promotor de AOX1 (94 pb) y terminador de la 
transcripción (99 pb). Este resultado indicó la ausencia del gen estructural AOX1 y la 
correcta integración del casete de expresión en el genoma de P. pastoris, por lo tanto 
confirmó los genotipos aox1 y Ant. En los carriles B y C se obtuvo una banda de 493 pb 
y 1212 pb, respectivamente, correspondiente al testigo positivo de AOX (carril B) y al 
testigo positivo de integración (carril C, DNA genómico de KM71TgQ). 
 
Figura 41. Análisis de PCR del DNA genómico aislado de las colonias de cepas 
KM71ANT. Carril M: marcador de tamaño molecular DNA Ladder (Promega). Carril 
(A): control negativo de PCR (sin DNA). Carril (B): control positivo de integridad 
(DNA genómico de KM71pPIC9). Carril (C) Control positivo de PCR (DNA genómico 
de KM71pPIC9TgQ). Carriles 1-20: DNA genómico de las colonias transformantes 
His+ de P. pastorisKM71ANT mostrando la banda esperada de 2158 (sólo carriles 1-10, 




Este análisis por PCR mostró que el 75% (15) de las colonias recombinantes 
resultaron ser positivas para el análisis de la integración del casete de expresión en el 
genoma de P. pastoris. Los carriles 11, 12, 14, 16 y 20 (Figura 41) no mostraron 
amplificación con los iniciadores específicos de AOX, lo que indica que estas 5 cepas 
no integraron el plásmido en su genoma. Así mismo, la ausencia de una banda de 2105 
pb correspondiente al gen AOX1confirmó el genotipo aox1 de las cepas construidas.  
7.3.3. Cultivo bajo condiciones de inducción del gen heterólogo de la cepa 
KM71ANT: Fenotipo ANT+ 
En el cultivo bajo condiciones de inducción del gen heterólogo de una cepa 
KM71ANT, los valores de proteínas totales (µg/mL) después de 48 h de inducción, 
DO600, pH y actividad enzimática de tanasa (U/mL)fueron de 38.4, 46.71, 1.9, y 0.57, 
respectivamente. Estos resultados corroboraron la capacidad de la cepa KM71ANT de 




7.4. Caracterización bioquímica de la tanasa de A. niger GH1 recombinante 
7.4.1. Semipurificación de la tanasa recombinante por ultrafiltración 
En la tabla XXIX se muestran los resultados de la evaluación del proceso de obtención 
por ultrafiltración de un concentrado enzimático de tanasa recombinante.  
 

















MCLC 46.71 50 0.57 --- 100 100 
Concentrado 1604.2 1 27.5 48 68.7 96.5 
AVT: Actividad volumétrica de tanasa 




7.4.2. Determinación de la masa molecular aparente de la tanasa recombinante, 
predicción y evaluación experimental de la N-glicosilación y posible forma 
bicatenaria 
En la Figura 42 se muestra el análisis en un gel de SDS-PAGE al 12% del concentrado 
enzimático obtenido por ultrafiltración tratado y sin tratar con la glicosidasa endo Hf 
para determinar su masa molecular, y la posible N-glicosilación y forma bicatenaria. La 
tanasa recombinante sin tratamiento con la enzima endo Hf mostró dos bandas anchas 
de masas moleculares aparentes de 45.0-54.8 y 41.8-45.0 kDa, con una intensidad 
mayor en las masas moleculares de 48.7 y 42.4 kDa (Figura 42, carril 2). Después del 
tratamiento de N-desglicosilación con endo Hf, las dos bandas cambiaron a masas 
moleculares aparentes de 34.6y 30.3 kDa, respectivamente (Figura 42, carril 3). 
 
Figura 42. Análisis por SDS-PAGE al 12% concentrado enzimático 
obtenido por ultrafiltración tratado y sin tratar con la glicosidasa endo 
Hf.Carril M: Marcador de peso molecular. Carril 1: endo Hf. Carril 2: 
concentrado enzimático sin tratamiento con endo Hf. Carril 3: concentrado 
enzimático con tratamiento con endo Hf. 
 
Estos resultados indican claramente que la tanasa está altamente N-glicosilada y 
que posee dos cadenas polipeptídicas. Además, en la Figura 43se muestra el análisis de 
la secuencia aminoacídica de la tanasa recombinante con el programa NetNGlyc 1.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) para predecir los sitios de N-glicosilación. 
El programa detectó 11 sitios potenciales de N-glicosilación: 19NGTL, 54NVTV, 
130NGSI, 237NATI, 265NLTS, 280NYTS, 304NGSV, 383NVTY, 451NTTY, 










MkDa 1      2      3 
 100
Nombre: Tanasa de A. niger GH1  Número de aa: 562 
TSLSDLCTVSNVQSALPSNGTLLGINLIPSAVTANTVTDASSGMGSSGSYDYCNVTVTYTHTGKGDKVVVKYALPAPSDF      80  
KNRFYVAGGGGFSLSSDATGGLEYGAASGATDAGYDAFSYSYDEVVLYGNGSINWDATYMFSYQALGEMTKIAKPLTRGF     160  
YGLSSDKKIYTYYEGCSDGGREGMSQVQRWGDEYDGVIAGAPAFRFAQQQVHHVFPATIEHTMDYYPPPCELDKIVNATI     240  
EACDPLDGRTDGVVSRTDLCMLNFNLTSIIGESYYCAEQNYTSLGFGFSKRAEGSTTSYQPAQNGSVTAEGVALAQAIYD     320  
GLHDSNGKRAYLSWQIAAELSDGDTEYDSTTDSWTLSIPSTGGEYVTKFVQLLNIDNLENLDNVTYDTLVDWMNIGMIRY     400  
IDSLQTTVIDLTTFKESGGKMIHYHGESDPSIPTASSVHYWQSVRQAMYPNTTYTQSLQDMSNWYQLYLVPGAAHCGTNS     480  
LQPGPYPEDNMEIMIDWVENGNKPSRLNATVSSGTYAGETQMLCQWPSRPLWNSNSSFSCVHDSKSLATWDYTFDAFKMP     560  
VF 
..................N..................................N..........................      80 
.................................................N..............................     160 
............................................................................N...     240 
........................N..............N.......................N................     320 
..............................................................N.................     400 
..................................................N.............................     480 
...........................N....................................................     560 
.....................................................N..........................   640 
Figura 43.Predicción de los sitios potenciales de N-glicosilación de la secuencia aminoacídica 
de la tanasa de A. niger GH1 con el programa NetNGlyc 1.0. 
7.4.3. Efecto del pH sobre la actividad enzimática de la tanasa recombinante 
En la Figura 44 se muestra el efecto del pH sobre la actividad enzimática de la tanasa 
recombinante. La tanasa recombinante mostró una actividad enzimática mayor del 40% 
de su máxima actividad en un intervalo de pH de 4.0-7.0, y más de un 80% de su 
máxima actividad en un intervalo de pH entre 4.0 y 5.0. El pH óptimo de la tanasa 
producida fue de 5.0 (Figura 44). Los valores de pH donde se observaron los menores 
porcentajes de actividad relativa fueron 2.5 y 9.0, ambos con porcentajes menores al 
20% de su máxima actividad. 
 
Figura 44. Efecto del pH sobre la actividad enzimática de la tanasa 





























7.4.4. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática de la tanasa 
recombinante 
En la Figura 45 se muestra el resultado del efecto de diferentes temperaturas (10, 20, 
30, 40, 50, 60 y 70°C) en la actividad enzimática de la tanasa recombiante. La tanasa 
recombinante mostró actividad en un amplio intervalo de temperaturas (10-50°C). El 
intervalo de temperaturas donde presentó valores mayores al 50% de su máxima 
actividad fue de 10-40°C y su temperatura óptima fue de 20°C. Los valores de 
temperatura donde se presentaron porcentajes menores al 20% de su máxima actividad 
fueron 60 y 70°C. 
 
Figura 45. Efecto de la temperatura en la actividad enzimática de la 
tanasa recombiante a pH 5.0. Los puntos representan la media de tres 
ensayos enzimáticos independientes. 
 
7.4.5. Estabilidad de la tanasa recombinante 
En la Figura 46 se muestra la actividad residual de la tanasa recombiante después de 
incubar el concentrado enzimático a 30 y 4°C a pH 5.0. La actividad residual en los 
ensayos de estabilidad siguieron cinéticas de orden cero con una velocidad de reacción 
de 0.01 y 0.48%/h a 4 y 30ºC, respectivamente, disminuyendo a 98.9 y 44.0% después 





























Figura 46. Actividad residual de la tanasa recombinante a 30 (•) y 4°C 
(■). Los puntos representan la media de tres determinaciones de tres ensayos 
independientes. 
7.4.6. Determinación de la actividad específica de la tanasa recombinante 
En la Figura 47se muestra el cromatograma de intercambio aniónico del concentrado de 
la tanasa recombinante. Este cromatograma mostró dos picos predominantes mediante 
detección por UV a 280 nm. Uno de los picos que eluyó a una concentración de NaCl 
de 0.35 M mostró actividad de tanasa. En el máximo de este pico, los valores de la 
concentración de proteínas totales (mg/L) y actividad volumétrica de tanasa (U/L) 
fueron de 0.74 y 37.2, respectivamente, por lo que la actividad específica (20ºC, pH 





























Figura 47. Cromatograma de intercambio aniónico del concentrado enzimático de tanasa 
recombinante. AVT:Actividad volumétrica de tanasa. AE:Actividad específica. 
 
 
7.4.7. Constantes cinéticas de la tanasa recombinante 
La tanasa recombinante siguió una cinética típica de Michaelis-Menten a 20 y 30°C 
(r2= 0.947 y 0.978, respectivamente). Las constantes de Michaelis (Km) y la velocidad 
maxima de reacción (Vmax) fueron estimadas en valores de 1.98 ± 0.50 mM y 2.01 ± 
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Recientemente, el hongo xerófilo A. niger GH1 ha sido descrito como un productor de 
tanasa tanto en cultivo sumergido como en cultivo en soporte sólido (Cruz-Hernández et 
al., 2005, Cruz-Hernández et al., 2006, Cruz-Hernández et al., 2009). Las propiedades 
bioquímicas de la tanasa nativa de A. niger GH1 también han sido descritas (Mata-
Gómez et al., 2009) y estas propiedades han sido comparadas con la tanasa de A. niger 
GH1 producida encultivos en soporte sólido y cultivos sumergidos (Renovato et al., 
2011). En el presente trabajo se reportan las secuencias nucleotídica y aminoacídica de 
la tanasa madura de A. niger GH1. Además, se utilizó el sistema de expresión de P. 
pastoris para producir la enzima, utilizando un gen sintético, y se caracterizó latanasa 
recombinante producida. 
Para secuenciar el gen de tanasa de A. niger GH1 se requería de DNA genómico de 
este hongo. Sin embargo, fue difícil obtener el DNA genómico empleando el 
procedimiento habitual de nuestro laboratorio (lisis con TSNT). Esta dificultad fue 
inicialmente atribuida a que con el procedimiento de TSNT se obtenía una banda en el 
gel de agarosa que parecía RNA degradado y no el DNA genómico necesario para llevar 
a cabo la amplificación por PCR. Por lo tanto, fue necesario el empleo de otra técnica 
diferente a la lisis con TSNT para obtener el DNA genómico de A. niger GH1. 
Específicamente en el Departamento de Investigación en Alimentos de la Facultad de 
Ciencias Químicas de la Universidad Autónoma de Coahuila emplearon una lisis 
mecánica del micelio mediante maceración en mortero de una muestra congelada en 
nitrógeno líquido. Posteriormente la extracción del DNA genómico se realizó mediante 
extracción con fenol-cloroformo-alcohol isoamílico. 
Las secuencias nucleotídica y aminoacídica de la tanasa de A. niger GH1 
resultaron ser similares pero no idénticas a la tanasa de A. kawachii IFO 4308. Debido a 
que no hay una estructura tridimensional reportada de una proteína con una alta 
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identidad en su secuencia con la tanasa de A. niger GH1 que se encuentre disponible en 
el Protein Data Bank, no es adecuado realizar la construcción de un modelo molecular 
por comparación con homólogos (Zhang et al., 2002). Sin embargo, el reconocimiento 
del plegamiento de proteínas por el método threading puede modelar secuencias de 
proteínas con menos del 20% de identidad en la secuencia con respecto a una proteína 
conocida. El servidor Phyre2 utiliza el método threading para el modelaje molecular de 
proteínas y se encuentra entre los mejores servidores según el “CriticalAssessment of 
ProteinStructurePrediction” (CASP) (Kelley et al., 2009). Por lo tanto, en el presente 
trabajo se utilizó el servidor Phyre2 para construir un modelo molecular de la tanasa de 
A. niger GH1, y se encontró que la tanasa tiene un plegamiento similar a la estructura 
tridimensional de una feruloilesterasa de A. oryzae cuyo código PDB es 3WMT (dos 
dominios estructurales: un dominio α/β-hidrolasa y un dominio de tapa), la cual tiene 
una identidad en la secuencia aminoacídica del 24% respecto a la tanasa de A. niger 
GH1. Adicionalmente, ambas estructuras tienen una triada catalítica que forma el 
dominio estructural CS-D-HC. El presente trabajo es el primer reporte de una estructura 
molecular propuesta de una tanasa de la familia de las Tanasas PF07519 con un 
plegamiento muy similar a una feruloilesterasa, que tiene dos dominios estructurales y el 
motivo CS-D-HC. Sin embargo, la especificidad de las dos enzimas hacia su substrato es 
diferente, probablemente porque el sitio de unión al sustrato está formado por diferentes 
residuos de aminoácidos en las dos enzimas: Phe-225, Gln-228, Gln-229, Glu-365, Ser-
279, Gly-381, e Ile-451 para la tanasa de A. niger GH1, y Phe-232, Leu-235, Thr-236, 
Tyr-348, Phe-354, Tyr-356, e Ile-419 para la feruloilesterasa de A. oryzae (Suzuki et al., 
2014). 
Para llevar a cabo la subclonación del fragmento ANTgs del plásmido pUC57ANTgs 
al plásmido pPIC9ANTgs fue necesario realizar una etapa adicional no contemplada 
inicialmente, la cual consistió en realizar una subclonación del fragmento ANTgs del 
plásmido pUC57ANTgs al plásmido pGEMANTgs para posteriormente realizar otra 
subclonación en el vector de expresión pPIC9 de P. pastoris. Esta etapa adicional fue 
realizada debido a que el DNA plasmídico obtenido de un cultivo de las células de E. 
coli EPI400 transformadas con pUC57ANTgs que fueron proporcionadas por la empresa 
GenScript, generó mediante análisis por restricción con las enzimas BamHI y AvrII, 
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cortes necesarios para llevar a cabo la subclonación en pPIC9, patrones de bandas en 
geles de agarosa diferentes a los esperados teóricamente. El análisis de restricción con la 
enzima XhoI confirmó la presencia de DNA extraño. Sin embargo, los cortes con las 
enzimas BamHI y AvrII del plásmido pGEMANTgs (Figura 35) siempre mostraron 
patrones de bandas en geles de agarosa esperados. 
En el presente trabajo se construyeron cepas recombinantes de P. pastoris para 
producir la tanasa de A. niger GH1 como un polipéptido extracelular maduro de 562 
aminoacidos, ya que se removió de la construcción recombinante la probable secuencia 
señal nativa (19 residuos) calculada mediante predicción con el servidor SignalP 4.1 
(Petersen et al., 2011) para la tanasa de A. niger CBS513.88. Además, el polipéptido 
maduro fue fusionado en marco de lectura con el péptido prepro del factor alfa de S. 
cerevisiae, el cual es conocido por ser una buena señal de secreción para P. 
pastoris(Sreekrishnaet al., 2010). 
Actualmente ha sido reportada la producción de siete tanasas en 
microorganismos, Lactobacillus plantarum, Klebsiella pneumoniae, Bacillus 
licheniformis, Aspergillus awamori, Aspergillus oryzae, y A.niger (Kannan et al., 2011; 
Beniwal et al., 2010; Sivashanmugam et al., 2013; Mondal et al., 2000; Darah et al., 
2011; Yu et al., 2008; Zhong et al., 2004). Entre estas tanasas, seis fueron tanasas 
nativas y sólo una de A. oryzae fue producida como recombinante (Yu et al., 2008; 
Zhong et al., 2004). De entre las tanasas nativas, cinco han sido producidas en cultivo 
sumergido convencional y sólo la tanasa de A. niger GH1 fue producida de manera 
extracelular en cultivo en estado sólido, siendo el nivel de producción más alto (2291 
U/L en 20 h) comparada a las otras tanasas nativas. Sin embargo, en el caso de la tanasa 
de A. niger GH1 se observó una disminución en la actividad de tanasa después de 20 h 
de incubación, la cual estuvo asociada con un concomitante incremento de actividad de 
proteasas (Cruz-Hernández et al., 2005). 
La tanasa de A. oryzae ha sido producida en el sistema de expresión de P. 
pastoris de manera extracelular (Zhong et al., 2004) e intracelular (Yu et al., 2008), 
resultando una actividad de 7 U/mL después de 96 h de inducción en un cultivo en lote 
alimentado empleando un biorreactor de 3 L en el primer caso, y 0.96 U/mL después de 
72 h de inducción en un cultivo a nivel matraz para el segundo caso, ambos realizados 
 107
con una cepa Muts. Sin embargo, en ningún caso se usaron genes sintéticos basados en el 
uso de codones preferenciales de P. pastoris y optimizado el contenido de AT para el 
gen de la tanasa y/o la secuencia codificante del péptido prepro del factor alfa de S. 
cerevisiae, ni se describieron las propiedades bioquímicas de las tanasas recombinantes, 
excepto por la formación de una estructura de doble cadena. Debido a que altas 
densidades celulares en P. pastoris pueden ser alcanzadas en un simple biorreactor en 
una forma controlada, se puede esperar un incremento de 10 a 100 veces en la 
producción de la tanasa de A. niger GH1 producida a nivel matraz, tal como se ha 
descrito para otras proteínas producidas en P. pastoris (Viader-Salvadó et al., 2013). 
En trabajos realizados con P. pastoris se ha sugerido el uso de temperaturas 
menores a 30°C durante la etapa de inducción para la producción de proteínas 
heterólogas en el medio de cultivo (Jahic et al., 2003; Viader-Salvadó et al., 2013). Sin 
embargo, en el presente trabajo al realizar cultivos de cepas de P. pastorisKM71ANT 
productoras de tanasa a 20°C en matraces y medio BMM, no se detectó actividad 
enzimática de tanasa en el medio de cultivo libre de células, mientras que a 30°C sí se 
detectó la actividad de tanasa. La temperatura en la etapa de inducción jugó un papel 
importante, ya que a partir del cultivo a 30°C se pudo obtener un concentrado 
enzimático que permitió realizar la caracterización bioquímica de la tanasa recombinante 
producida. Por otro lado, en el presente trabajo también se quiso seleccionar una cepa 
sobreproductora de la tanasa de A. niger GH1 recombinante a partir de colonias 
obtenidas por un subcultivo en placa de las colonias obtenidas en la trasformación de P. 
pastoris KM71. Para esto se realizaron microcultivos en dos etapas (medios BMG y 
BMM) y se evaluó la concentración de proteínas en el medio de cultivo libre de células 
después de 24 h de inducción. Mediante este procedimiento, se seleccionaron cuatro 
cepas sobreproductoras. Sin embargo los cultivos en matraz en condiciones de inducción 
de estas cuatro cepas mostraron la secreción de proteínas, pero no se detectó actividad 
enzimática de tanasa en el medio de cultivo libre de células. El análisis por SDS-PAGE 
de las proteínas extracelulares tratadas y sin tratar con endo Hf mostró tres bandas, dos 
de ellas a una masa molecular esperada (entre 30-35 kDa) y otra con una masa molecular 
de 10 kDa, por lo que se pensó en una posible degradación de la tanasa que impedía la 
detección de la actividad enzimática de tanasa. Por lo tanto, fue necesario emplear una 
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de las cepas originales de la placa en medio RBD sin histidina del ensayo de 
transformación para poder producir la tanasa recombinante y realizar su caracterización 
bioquímica. 
El servidor NetNGlyC 1.0 calculó once sitios potenciales de N-glicosilación para 
la tanasa de A. niger GH1. De entre estos sitios potenciales de N-glicosilación, tres 
(130NGSI, 265NLTS y 451NTTY) son más probables a ser N-glicosilados, ya que el 
modelo molecular de la tanasa de A. niger GH1 mostró que estos tres sitios están en la 
superficie de la proteína. Sin embargo, son necesarios datos experimentales para 
verificar si una proteína recombinante es N-glicosilada por el hospedero, ya que la 
presencia de sitios de N-glicosilación no es suficiente para concluir que un residuo de 
asparagina podría resultar N-glicosilado. Los resultados del tratamiento con la 
glicosidasa endo Hf claramente demuestran que la tanasa recombinante fue N-
glicosilada, ya que no se observó una banda en los geles de SDS-PAGE correspondiente 
la una masa molecular teórica de la tanasa madura de A. niger GH1 (61.4 kDa), en base 
a la secuencia aminoacidica deducida a partir del gen de la tanasa. Sin embargo, se 
observaron principalmente dos bandas anchas (Figura 42, carril 2) en masas moleculares 
menores (48.7 y 42.4 kDa) que la masa molecular teórica esperada para la tanasa madura 
de A. niger GH1, que se movieron a dos bandas definidas a masas moleculares de 34.6 y 
30.3 kDa (Figura 42, carril 3) después de la N-desglicosilación mediante la 
glicosidasaendo Hf. El patrón de N-glicosilación de la tanasa recombinante deberían ser 
similar al descrito para otras proteínas recombinantes producidas en P. pastoris (Daly et 
al., 2005; Macauley-Patrick et al., 2005; Montesino et al., 1998). Estos resultados 
también indican que el concentrado enzimático de tanasa recombinante tuvo un alto 
grado de pureza. Además, la tanasa recombinante consistió de dos subunidades, 
probablemente unidas mediante un puente disulfuro, generadas por un corte con la 
proteasa Kex2 del producto del gen de tanasa, ya que la secuencia de la tanasa madura 
de A. niger GH1 tiene dos pares de aminoácidos básicos (Lys-309-Arg-310, y Lys-347-
Arg-348) que son un sitio típico de reconocimiento de la proteasa Kex2. Este tipo de 
estructura ha sido descrita para la tanasa nativa de A. oryzae (Hatamoto et al., 1996), y 
una tanasa de A. oryzae recombinante ya sea producida de forma extracelular (Zhong et 
al., 2004) o intracelular (Yu et al., 2008) en P. pastoris. De los dos sitios de 
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reconocimiento Kex2, el sitio Lys-309-Arg-310 es más probable que sea reconocido por 
la proteasa Kex2, ya que el modelo molecular mostró que este sitio se encuentra en la 
superficie de la proteína en un loop flexible del dominio de tapa (Figura 28 C). En 
contraste, el sitio Lys-347-Arg-348 está localizado en una hélice alfa del lado inferior 
del dominio de tapa y no está tan expuesto a la superficie de la proteína como el sitio 
Lys-309-Arg-310. Un corte por la proteasa Kex2 a un lado de Arg-310 generaría dos 
péptidos de 31.2 y 30.2 kDa. El puente disulfuro entre la Cys-195 y la Cys-495 uniría 
ambos péptidos. 
Todas las propiedades bioquímicas de la tanasa de A. niger GH1 recombinante 
fueron determinadas usando el concentrado enzimático preparado por ultrafiltración del 
medio de cultivo libre de células. Además, se realizó un intercambio de buffer durante el 
proceso de ultrafiltración para remover péptidos de bajo peso molecular y otros 
componentes que podrían afectar las propiedades bioquímicas. Adicionalmente, los 
análisis por medio de SDS-PAGE del concentrado de la tanasa por ultrafiltración 
mostraron que la preparación tuvo un alto grado de pureza de proteínas (Figura 42). 
Todas las propiedades bioquímicas descritas en este trabajo son valores relativos, ya sea 
al valor máximo o al valor inicial (Figuras 44, 45 y 46). Por lo tanto, si algunas 
impurezas residuales pudieran afectar las propiedades bioquímicas de la preparación del 
concentrado de la tanasa, éstas no afectarían a los valores relativos de las propiedades 
bioquímicas. 
Las tanasas de A. niger GH1 nativa y recombinante tienen la misma secuencia de 
aminoácidos. Por lo tanto, cualquier diferencia en sus propiedades bioquímicas (efecto 
del pH y temperatura en la actividad enzimática, y estabilidad) podría ser debido a sus 
diferentes grados de N-glicosilación y/o a sus diferentes estructuras, ya que la tanasa 
nativa de A. niger GH1 es principalmente una cadena glicopolipeptídica simple de 102-
105 kDa (Renovato et al., 2011) y la tanasa recombinante es una proteína de doble 
cadena hiperglicosilada. La N-glicosilación afecta las propiedades bioquímicas como la 
masa molecular y el pH óptimo (Guo et al., 2008). Mientras que la tanasa nativa de A. 
niger GH1 mostró un pH óptimo de 6.0-7.0 y una temperatura óptima de 60ºC 
(Renovato et al., 2011; Ramos et al., 2011), la tanasa de A. niger GH1 recombinante 
mostró un pH óptimo de 5.0 y una temperatura óptima de 20ºC. La tanasa recombinante 
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producida en el presente trabajo es la primera tanasa descrita del género Aspergillus con 
una temperatura óptima de 20ºC. Además, la tanasa de A. niger GH1 recombinante tuvo 
mayor actividad relativa en comparación con la tanasa nativa de A. niger GH1 en un 
intervalo de temperaturas de 10 a 40ºC, lo cual podría ser una ventaja para muchas 
aplicaciones en alimentos y bebidas (Chávez-González et al., 2012). Las tanasas nativa y 
recombinante mostraron alta actividad residual a 4ºC por al menos 120 h. Es de remarcar 
que las propiedades bioquímicas de una tanasa de Aspergillus con estructura de doble 
cadena no han sido descritas hasta hace poco (Mizuno et al. 2014). Sin embargo, en ese 
trabajo las propiedades bioquímicas de la tanasa nativa y recombinante fueron muy 
similares, probablemente porque ambas tuvieron una estructura de doble cadena, lo cual 
no es nuestro caso. 
Basados en sus perfiles de actividad a diferentes valores de pH y temperatura, la 
tanasa producida en este estudio podría ser utilizada en el procesado de alimentos y 






1. En el presente trabajo se reportan las secuencias nucleotídica y aminoacídica de 
la tanasa madura de A. niger GH1. 
2. La estructura molecular de la tanasade A. niger GH1 tiene un plegamiento 
similar a la estructura de la feruloilesterasa de A. oryzae (código PDB 3WMT) 
con dos dominios estructurales: un dominio α/β-hidrolasa y un dominio de tapa. 
3. La triada catalítica de la tanasa de A. niger GH1 probablemente está constituida 
por los aminoácidos Ser-196, Asp-448, y His-494, los cuales están unidos 
mediante un puente disulfuro entre las cisteínas 195 y 495, formando el motivo 
estructural CS-D-HC. 
4. El sitio de unión al sustrato de la tanasa de A. niger GH1 está formado por los 
residuos de aminoácidos Phe-225, Gln-228, Gln-229, Glu-365, Ser-279, Gly-381 
e Ile-451. 
5. La levadura P. pastoris es capaz de producir y secretar al medio de cultivo la 
tanasa de A. niger GH1 como una proteína N-glicosilada y funcionalmente 
activa, constituida por dos subunidades polipeptídicas unidas por un puente 
disulfuro. 
6. Tres de los once sitios potenciales de N-glicosilación (130NGSI, 265NLTS, y 
451NTTY) son los más probables a ser N-glicosilados debido a que estos sitios 
se encuentran en la superficie de la proteína. 
7. La secuencia de la tanasa de A. niger GH1 tiene dos pares de aminoácidos 
básicos (Lys-309-Arg-310, y Lys-347-Arg-348) que son sitios de reconocimiento 
de la proteasa Kex2, siendo el sitio Lys-309-Arg-310 el más probable que sea 
reconocido por Kex2, ya que este sitio está ubicado en la superficie de la 
proteína. 
8. La tanasa recombinante mostró propiedades bioquímicas diferentes que la tanasa 
nativa de A. niger GH1 (diferente glicosilación, presencia de dos subunidades, 
diferentes perfiles de actividad a diferentes valores de pH y temperatura, y 
diferente estabilidad a 30°C). 
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9. La tanasa recombinante mostró un pH óptimo de actividad de 5.0 y una 
temperatura óptima de actividad de 20ºC, siendo la primera la primera tanasa del 
género Aspergillus descrita con una temperatura óptima de 20ºC. 
10. La tanasa recombinante tuvo mayor actividad relativa en comparación con la 
tanasa nativa de A. niger GH1 en un intervalo de temperaturas de 10 a 40ºC, lo 
cual podría ser una ventaja para muchas aplicaciones en alimentos y bebidas. 
11. Basados en sus perfiles de actividad a diferentes valores de pH y temperatura, la 
tanasa recombinante producida en este trabajo podría ser utilizada en el 








Los niveles de producción de la tanasa recombinante en P. pastoris obtenidos en 
el presente trabajo aumentarían realizando cultivos en biorreactores, ya que en un 
biorreactor es posible mantener la temperatura y pH constantes, a diferencia del cultivo a 
nivel de matraz en el que ambos factores sólo son regulados al principio del cultivo. 
Además en un biorreactor se puede satisfacer la alta demanda de oxígeno que tiene el 
hospedero, y obtener altas densidades celulares, por lo que generalmente en un 
biorreactor se obtienen niveles de producción de 10-100 veces mayores que los que se 
obtienen en matraz. 
Las propiedades bioquímicas de la tanasa de A. niger GH1 nativa y recombinante 
son distintas entre sí, por lo que otras características a estudiar en la tanasa recombinante 
serían aquellas involucradas en el procesamiento de las modificaciones 
postraduccionales, es decir cómo afecta la estructura de doble cadena en las propiedades 
bioquímicas de la tanasa recombinante. Llevando a cabo mutaciones puntuales 
silenciosas en la secuencia nucleotídica, específicamente en el sitio que codifica para la 
secuencia de reconocimiento de la proteasa KEX2, se podría producir la tanasa 
recombinante con estructura de una cadena, tal como en la tanasa nativa de A. niger 
GH1, y así comparar las propiedades de la tanasa nativa y recombinante, ambas de una 
cadena. Si estas dos tanasas tuvieran propiedades diferentes, éstas podrían ser debidas a 
diferencias en el grado de glicosilación de las dos proteínas. 
Con la tanasa obtenida en el presente trabajo se pueden llevar a cabo estudios de 
aplicación de la tanasa recombinante producida en alimentos y bebidas que son 




APÉNDICE A:  
Preparación de medios, soluciones y reactivos 
Extracción y análisis de ácidos nucleicos 
 
SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sodio) 
Disolver 10 g de SDS y aforar a 100 mL con agua bidestilada. Calentar a 68°C para 
facilitar su disolución. 
 
Buffer Tris-EDTA (TE pH 8.0, 1X) (Tris-HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM pH 8.0) 
Mezclar 2 mL de EDTA 0.5 mM pH 8.0 con 10 mL de Tris-Cl pH 8.0). Aforar a 1L con 
agua destilada. Esterilizar por autoclave y almacenar a temperatura ambiente 
 
EDTA 500 mM pH 8.0 
Disolver 186.1 g de EDTA en 800 mL de agua bidestilada, ajustar el pH a 8.0 con 
NaOH 10N (o lentejas de NaOH). Aforar a 1000 mL. Esterilizar por autoclave, 
almacenar a temperatura ambiente. Nota: El EDTA no se disolverá hasta que la solución 
alcance el pH 8.0 
 
Agarosa 0.8% 
Mezclar 0.8 g de agarosa com 100 mL de TBE 1X. Calentar de 1-2 min. Vaciar en el 
molde. Dejar solidificar. 
 
Agarosa 2.5% 
Mezclar 2.5 g de agarosa com 100 mL de TBE 1X. Calentar de 1-2 min. Vaciar en el 
molde. Dejar solidificar. 
 
Buffer TBE, 10X  
Solución Stock 10X. Disolver 108 g de Trizma base, 55 g de ácido bórico y 9.3 g de 
EDTA en 600 mL de agua bidestilada, aforar a 1000 mL con agua bidestilada y 
esterilizar en autoclave. Almacenar a temperatura ambiente. 
 
Buffer TBE, 1X  
Solución de trabajo 1X: Mezclar 100 mL de TBE 10X y agregar 900 mL de agua 
bidestilada (Volumen final 1 litro). Almacenar a temperatura ambiente. 
 
SEVAG (Cloroformo-Alcohol isoamílico 24:1)  
Mezclar 24 mL de cloroformo y 1 mL de alcohol isoamílico. No esterilizar. 
 
NaOH (10 N)  
Disolver 10 g de NaOH anhidro en agua ultrapura a 25 mL. Esterilizar por autoclave. 
Almacenar a temperatura ambiente hasta su uso. 
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Solución amortiguadora de lisis (TSNT) (Triton 100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, 
Tris-Cl 100 mM pH 8.8, EDTA 1 mM) 
Disolver 500 µL de Triton 100 en 15 mL de agua destilada, posteriormente disolver 
146.25 mg de NaCl, agregar 2.5 mL de SDS al 10%, agregar 500 µL de Tris-Cl 500 mM 
pH 8 y 50 µL de EDTA 500 mM. Aforar a 25 mL. Esterilizar en autoclave. Almacenar a 
temperatura ambiente. 
 
Tris-Cl 500 mM pH 8 
Disolver 6.05 g de Tris en 50 mL. Ajustar el pH a 8 con HCl. Aforar a 100 mL con agua 
bidestilada. Esterilizar por autoclave. Almacenar a 4°C o a temperatura ambiente.  
 
NaCl 100 mM 
Colocar 5 mL de NaCl 1 M y aforar a 50 mL en un matraz de aforación. Almacenar a 
temperatura ambiente. 
 
Gel Red Nucleic Acid 100 X 
Disolver 20 µL de Gel Red Nucleic Acid 10000 X(Solución stock) en un volumen final 
de 2 mL de NaCl 100 mM. 
 
Transformación en bacterias 
Médio SOC (Triptona 2%, Extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCl 10 10 
mM, Mg2+ 20 mM, Glucosa 20 mM) 
Disolver 2 g de triptona, 0.5 g de extracto de levadura, 1 mL de NaCl 1 M y 1 mL de 
KCl 1 M en 97 mL de agua bidestilada. Agitar hasta disolver. Autoclavear y enfriar a 
temperatura ambiente. Añadir 1 mL de stock de Mg2+2 M y 1 mL de glucosa 2M, cada 
uno de estos 2 últimos hasta alcanzar la concentración final de 20 mM. Aforar a 100 mL 
con agua bidestilada estéril. Almacenar a 4°C o a temperatura ambiente 
 
NaCl 1 M (Medio SOC, También usado para tinción de ácidos nucleícos) 
Disolver 5.84 g de NaCl y aforar a 50 mL con agua bidestilada. Esterilizar por filtración. 
Almacenar a 4°C o a temperatura ambiente 
 
KCl 1 M (Medio SOC) 
Disolver 3.72 g de KCL y aforar a 50 mL con agua bidestilada. Esterilizar por filtración. 
Almacenar a 4°C o a temperatura ambiente 
 
Glucosa 2 M (Medio SOC) 
Disolver 36.04 g de D-glucosa en 50 mL de agua bidestilada estéril. Aforar a 100 mL 
con agua bidestilada estéril. Esterilizar por filtración. Almacenar a 4°C o a temperatura 
ambiente. 
 
Stock de Mg2+ 2M(Medio SOC) 
Disolver 9.52 g de MgCl2 y 24.65 g de MgSO4·7H2O en 100 mL de agua bidestilada 




CaCl2 1 M 
Disolver 11.1 g de CaCl2 en 80 mL de agua bidestilada. Aforar a 100 mL, esterilizar por 
autoclave. Almacenar a temperatura ambiente o en frio. 
 
X-Gal (50 mg/mL) 
Se empleó una solución preparada por Promega (Promega Num. Cat. V3941). Esta 
solución se empleó directamente del frasco botella. Esta solución es almacenada a -20°C 
hasta su uso. 
 
IPTG(10 mM) 
Disolver 238 mg de IPTG (Promega Num. Cat V395A) en 10 mL de agua bidestilada 
estéril. Esterilizar por filtración y almacenar a -20°C. 
 
Medio Luria-Bertani (Bactotriptona 1%, Extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%) 
Disolver 10 g de bactotriptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl en 1 Litro de 
agua bidestilada. Ajustar el pH a 7.5 con NaOH 10 M. Cuando se requiera agar, 
adicionar a la mezcla anterior 15 g de agar. Esterilizar por autoclave. Enfriar, agregar la 
ampicilina (100 µg/mL), homogenizar y vaciar 4 mL en tubos corning capacidad 15 mL, 
o en cajas de Petri. Almacenar a 4°C o temperatura ambiente. 
 
Ampicilina (25 µg/µL) 
Disolver 250 mg en 10 mL de agua bidestilada previamente esterilizada. Esterilizar por 
filtración. Almacenar a -20°C hasta su uso. 
 
Preparación de levaduras electrocompetentes 
Sorbitol 1M 
Disolver 9.1 g de sorbitol en 50 mL de agua bidestilada. Esterilizar por autoclave. 
Almacenar a temperatura ambiente y/o a 4°C. 
 
HEPES 1 M 
Disolver 2.61 g de DTT en 10 mL de agua bidestilada. Esterilizar por filtración. 
Almacenar a 4°C hasta su uso. 
 
DTT 1M 
Disolver 1.54 g de DTT en 10 mL de agua bidestilada. Esterilizar por filtración. 
Almacenar a 4°C hasta su uso. 
 
Transformación en levaduras 
YPD/ YPD agar. (Extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 1%) 
Disolver 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona y 20 g de glucosa en 1000 mL de 
agua bidestilada. Esterilizar en autoclave a 15 lb/pulg2. Almacenar a temperatura 
ambiente o a 4°C. La vida media de esta solución es de varios meses. Cuando se 
requiera YPD agar, la mezcla anterior y ademas 20 g de agar, mezclar bien y esterilizar 
por autoclave. Dejar enfriar y vertir cuidadosamente en placas Petri. Almacenar a 4°C o 
a temperatura ambiente. 
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10 XD (Glucosa 20%) 
Disolver 20 g de glucosa en 100 mL de agua destilada, esterilizar por filtración. 
Almacenar a 4°C. 
 
Medio RDB y RDBH (Sorbitol 1M, agar 2%, glucosa 2%, YNB 1.34%, biotina 4 x 
10-5%, aminoácidos 0.005%, ± histidina 0.004%) 
Disolver 93 g de sorbitol y 10 g de agar bacteriológico en 350 mL de agua bidestilada. 
Esterilizar en autoclave, enfriar y mantener a 60°C. Esterilizar en autoclave 44 mL de 
agua bidestilada, enfriar y agregar 50 mL de dextrosa 20%, 50 mL YNB 10X, 1 mL de 
biotina 500X, 5 mL de aminoácidos 100X y precalentar a 45°C. *Agregar 5 mL de 
Histidina 100X a la mezcla precalentada, para el crecimiento de cepas his4 (prueba de 
viabilidad). Adicionar la mezcla precalentada a 45°C, al sorbitol y agar mantenidos a 
60°C (345 mL de agua estéril más sorbitol y agar). Homogenizar, vaciar en cajas de 
Petri, y sellar una vez que solidifica el medio. Almacenar a 4°C o temperatura ambiente. 
 
Histidina 100X Histidina (0.4%) 
Disolver 400 mg de L-histidina en 100 mL de agua destilada y esterilizar por filtración. 
Almacenar a 4°C. La vida nedia de esta solución es de aproximadamente 1 año. 
 
Reactivación e inducción en Pichia pastoris 
Buffer de fosfatos 1M, pH 6 
Disolver 1.03 g de K2HPO4 y 12.8 g de KH2PO4 en 80 mL de agua destilada, ajustar el 
pH con H3PO4 o con KOH, aforar a 100 mL y esterilizar 20 min a 15 lb/pulg2 a 121°C. 
Almacenar a temperatura ambiente. 
 
500X B. (Biotina 0.02%) 
Disolver 20 mg de biotina en 100 mL de agua destilada, esterilizar por filtración y 
almacenar a 4 °C. 
 
Glicerol 10% 
Mezclar 100 mL de glicerol absoluto y aforar a 1000 mL de agua destilada. Esterilizar 
por autoclave. Almacenar a 4°C. 
 
10X YNB. (Base de levadura nitrogenada con sulfato de amonio y sin aminoácidos 
13.4%)  
Disolver 134 g de YNB en 1000 mL de agua destilada, esterilizar por filtración. 
Almacenar a 4°C 
 
Aminoácidos (AA 100X) (0.5% de cada Aminoácido)  
Disolver 500 mg de los siguientes aminoácidos: ácido L-glutámico, L-Metionina, L-
Lisina, L-Leucina e Isoleucina en 100 mL de agua. Esterilizar por filtración y almacenar 





Medio mínimo amortiguado y con glicerol o BMG.(Fosfato de potasio 100 mM pH 
6.0 YNB 1.34%, glicerol 1%, biotina 4 x 10-5%)  
Para 100 mL de BMG, mezclar 10 mL de buffer de fosfato de potasio 1M pH 6.0, 10 mL 
de YNB 10X, 0.2 mL de biotina 500X, 10 mL de glicerol 10% y 70 mL de agua 
destilada estéril. Distribuir en alícuotas y poner de 48-72 h a prueba de esterilidad 
(30°C), antes de su uso.  
 
Medio mínimo amortiguado y con metanol o BMM (Fosfato de potasio 100 mM pH 
6.0 YNB 1.34%, biotina 4 x 10-5%)  
Para 100 mL de BMM, mezclar 10 mL de buffer de fosfato de potasio 1M pH 6.0, 10 
mL de YNB 10X, 0.2 ml de B500X, y 80 mL de agua destilada estéril. Distribuir en 
alícuotas y poner de 48 -72 h a prueba de esterilidad (30°C), antes de su uso. 
 
Determinación de actividad de tanasa 
Buffer de Citratos 50 mM pH= 5.0 
Disolver 1.05 g de Ácido Cítrico (P.M. 210.44 g/mol) y 1.47 g de Citrato de Sodio (P.M. 
294.11 g/mol) en 180 mL de agua bidestilada. Ajustar con Hidróxido de Sodio 1 M a 
pH= 5.0. Aforar a 200 mL con agua bidestilada. Almacenar a 4°C hasta su uso. 
 
Buffer de actividad I (Buffer de Glicina-HCl 250 mM pH = 2.5) 
Disolver 1.87 g de Glicina (P.M. 75.07 g/mol) en 70 mL de agua ultrapura. Ajustar el 
pH a 2.5 con HCl concentrado. Aforar a un volumen final de 100 mL. Almacenar a 4°C 
hasta su uso. 
 
Buffer de actividad II (Buffer de Citratos 50 mM pH = 4.0) 
Disolver 1.05 g de Ácido Cítrico (P.M. 210.44 g/mol) y 1.47 g de Citrato de Sodio (P.M. 
294.11 g/mol) en 180 mL de agua ultrapura. Ajustar con Hidróxido de Sodio 1 M a pH= 
4.0. Aforar a 200 mL con agua bidestilada. Almacenar a 4°C hasta su uso. 
 
Buffer de actividad III (Buffer de Citratos 50 mM pH = 5.0) 
Ver Buffer de Citratos 50 mM pH= 5.0 
 
Buffer de actividad IV (Buffer de Citratos 50 mM pH = 6.0) 
Disolver 1.05 g de Ácido Cítrico (P.M. 210.44 g/mol) y 1.47 g de Citrato de Sodio (P.M. 
294.11 g/mol) en 180 mL de agua bidestilada. Ajustar con Hidróxido de Sodio 1 M a 
pH= 6.0. Aforar a 200 mL con agua bidestilada. Almacenar a 4°C hasta su uso. 
 
Buffer de actividad V (Buffer de Tris-Cl 100 mM pH = 7.0) 
Disolver 1.21 g de Tris en 70 mL de agua bidestilada. Ajustar con HCl a pH 7.0. Aforar 
a un volumen final de 100 mL.Almacenar a 4°C hasta su uso. 
 
Buffer de actividad VI (Buffer de Tris-Cl  100 mM pH = 9.0) 
Disolver 1.21 g de Tris en 70 mL de agua bidestilada. Ajustar con HCl a pH 9.0. Aforar 




Buffer A de elución para cromatografía (Buffer de Citratos 50 mM pH= 5.0) 
Ver Buffer de Citratos 50 mM pH= 5.0 
 
Buffer B de elución para cromatografía (Buffer de Citratos 50 mM pH= 5.0, NaCl 1 
M) 
Disolver 1.05 g de Ácido Cítrico (P.M. 210.44 g/mol) y 1.47 g de Citrato de Sodio (P.M. 
294.11 g/mol)  y 5.84 g de NaCl en 180 mL de agua bidestilada. Ajustar con Hidróxido 
de Sodio 1 M a pH= 5.0. Aforar a 200 mL con agua bidestilada. Almacenar a 4°C hasta 
su uso. 
 
Metilgalato 10 mM 
Disolver 92.05 mg de Metil-Galato (P.M. 184.1 g/mol) en un volumen final de Buffer de 
Actividad (I, II, III, IV, V o VI, según sea el caso). Congelar a -20°C hasta su uso. 
 
Rodanina metanólica 0.667% p/v 
Disolver 333.5 mg de Rodanina metanolica en un volumen final de 50 mL de Metanol 
absoluto. 
 
Acido gálico (Solución stock: 100 mg/L) 
Disolver 5 mg de ácido gálico en 50 mL de Buffer de Citratos 50 mM pH= 5.0 
 
Ácido gálico (solución de trabajo-estandares) 
De acuerdo a la concentración requerida de estándar de ácido gálico, tomar un volumen 
de la solución stock de ácido gálico y completar el volumen deseado de estándar con 
buffer de citratos 50 mM pH= 5.0 
 
KOH 0.5 N 
Disolver 5.61 g de KOH en 200 mL de agua bidestilada 
 
Hidróxido de sodio 1M 
Disolver 4 g de Hidróxido de Sodio (40 g/mol) en 100 mL de agua bidestilada. 
 
Determinación de proteínas totales 
Azul brillante de Coomassie (Proteínas totales)  
Disolver 100 mg del colorante azul brillante de Coomassie G-250 en 50 mL de etanol al 
95%. Agitar vigorosamente. Agregar 100 mL de ácido fosfórico al 85 %. Mezclar 
vigorosamente por 20-30 min. Llevar a 1 L con agua destilada, agitar por 20-30 min y 
filtrar con papel Whatman no. 1 para eliminar el colorante no disuelto. Guardar el 
reactivo en un frasco oscuro a 4°C. 
 
Solución de albúmina sérica bovina (1 µg/µL) 
Pesar 5 mg de ASB en un matraz de aforación de 5 mL y aforar con agua destilada. 
 
Solución de albúmina sérica bovina (50 µg/mL) 




Azul brillante de Coomassie (SDS-PAGE) (Azul brillante de Coomassie R250 
0.05%, metanol 50%, ácido acético 10%) 
Disolver 0.05 g de azul brillante de Coomassie R250 en 30 mL de água bidestilada. 
Agregar 50 mL de metanol y 10 mL de ácido acético. Aforar a 100 mL. Almacenar a 
4°C en um frasco âmbar o cubierto de la luz. 
 
Buffer de electroforesis SDS-PAGE 5X  
Pesar 3.8 g de Trizma base, 18.0 g de glicina, 1.3 g de SDS y disolver cuidadosamente 
en 150 mL de agua bidestilada. Aforar a 250 mL con agua bidestilada. Guardar en 
refrigeración. Diluir a 1X con agua bidestilada justo antes de usarse. 
 
Solución Fijadora (metanol 50%, ácido acético 10%) 
Mezclar 250 mL de metanol, con 50 mL de ácido acético y aforar con agua destilada a 
500 mL. Almacenar a temperatura ambiente. 
 
Solución decolorante (metanol 5%, ácido acético 7%) 
Mezclar 50 mL de metanol con 70 mL de ácido acético, y aforar con agua destilada a 
1000 mL. Almacenar a temperatura ambiente. 
 
Buffer Tris-Cl/SDS pH 8.8 4X (Solución tampón concentrada para SDS-PAGE) 
Disolver 9.1 g de Trizma base en 30 mL de agua bidestilada. Ajustar el pH a 8.8 con 
HCl concentrado. Aforar a 50 mL con agua bidestilada. Agregar 0.2 g de SDS sólido y 
disolver. Almacenar a 4°C hasta un mes.  
 
Buffer Tris-Cl/SDS pH 6.8 4X (Solución tampón concentrada para SDS-PAGE) 
Disolver 0.605 g de Trizma base en 5 mL de agua. Ajustar el pH a 6.8 con HCl 
concentrado. Aforar a 10 mL con agua destilada. Agregar 0.04 g de SDS sólido y 
disolver. Almacenar a 4°C hasta un mes. 
 
Acrilamida-bisacrilamida  
Se empleó una solución preparada por BIORAD (BIORAD Num. Cat. 161-0154) que 
contiene los siguientes componentes: Acrilamida 28.5%, N,N’-metilen-bis-acrilamida 
1.5% (Radio 19:1). Esta solución se empleó directamente de la botella. Esta solución es 
almacenada a 4°C hasta su uso sin desgasificar para geles SDS-PAGE 12 o 15%. 
 
Jugo azul (Azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25%, glicerol 30%) 
Mezclar 25 mg de azul de bromofenol y 25 mg de xilencianol com 3 mL de glicerol. 
Aforar con agua bidestilada a 10 mL. Almacenar a 4°C o a temperatura ambiente. 
Persulfato de amonio (10%) 
Disolver 200 mg de persulfato de amonio en 2 mL de agua bidestilada. Almacenar a 
4°C. La vida media de esta solución es aproximadamente 2 semanas. 
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Secuencia nucleotidica y aminoácidica de la tanasa de A. niger GH1 
 
LOCUS       KP273835                  1689 bp    DNA     linear   PLN 08-DEC-2014 
DEFINITION  Aspergillus niger. 
ACCESSION   KP273835 
VERSION 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Aspergillus niger 
ORGANISM  Aspergillus niger 
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina; 
            Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales; Aspergillaceae; 
            Aspergillus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1689) 
  AUTHORS   Fuentes-Garibay,J.A., Aguilar,C.N., Rodriguez-Herrera,R., 
            Guerrero-Olazaran,M. and Viader-Salvado,J.M. 
TITLE     Tannase sequence from Aspergillus niger GH1 strain 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1689) 
AUTHORS   Fuentes-Garibay,J.A., Aguilar,C.N., Rodriguez-Herrera,R., 
            Guerrero-Olazaran,M. and Viader-Salvado,J.M. 
TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (08-DEC-2014) Instituto de Biotecnologia, FCB, 
Universidad Autonoma de Nuevo Leon, Ave. Pedro de Alba s/n, Col. 
            Cd. Universitaria, San Nicolas de los Garza, Nuevo Leon 66450, 
Mexico 
COMMENT     Bankit Comment: ALT EMAIL:jmviader@yahoo.com.mx. 
            Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:1. 
FEATURES             Location/Qualifiers 
source          1..1689 
                     /organism="Aspergillus niger" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /db_xref="taxon:5061" 
     CDS             <1..1689 
                     /EC_number="3.1.1.20" 
                     /note="catalyzes the hydrolysis reaction of the ester 
bonds present in gallotannins, complex tannins, and gallic 
acid esters; [intronless gene]" 
                     /codon_start=1 
                     /product="tannase" 
                     /translation="TSLSDLCTVSNVQSALPSNGTLLGINLIPSAVTANTVTDASSGM 
                     GSSGSYDYCNVTVTYTHTGKGDKVVVKYALPAPSDFKNRFYVAGGGGFSLSSDATGGL 
                     EYGAASGATDAGYDAFSYSYDEVVLYGNGSINWDATYMFSYQALGEMTKIAKPLTRGF 
                     YGLSSDKKIYTYYEGCSDGGREGMSQVQRWGDEYDGVIAGAPAFRFAQQQVHHVFPAT 
                     IEHTMDYYPPPCELDKIVNATIEACDPLDGRTDGVVSRTDLCMLNFNLTSIIGESYYC 
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                     AEQNYTSLGFGFSKRAEGSTTSYQPAQNGSVTAEGVALAQAIYDGLHDSNGKRAYLSW 
                     QIAAELSDGDTEYDSTTDSWTLSIPSTGGEYVTKFVQLLNIDNLENLDNVTYDTLVDW 
                     MNIGMIRYIDSLQTTVIDLTTFKESGGKMIHYHGESDPSIPTASSVHYWQSVRQAMYP 
                     NTTYTQSLQDMSNWYQLYLVPGAAHCGTNSLQPGPYPEDNMEIMIDWVENGNKPSRLN 
                     ATVSSGTYAGETQMLCQWPSRPLWNSNSSFSCVHDSKSLATWDYTFDAFKMPVF" 
BASE COUNT      336 a    581 c    385 g    387 t 
ORIGIN       
        1 acttccctgt ccgatctctg cactgtttcc aatgttcagt ccgcccttcc ttccaacggc 
       61 accctcctgg gaatcaactt gatcccctcc gccgtcactg ccaacaccgt caccgatgcc 
      121 agctctggca tgggtagctc cggctcctac gactactgca atgtcactgt tacctacacc 
      181 cacaccggga agggtgacaa ggttgtcgtg aagtacgccc tgcccgctcc ttccgacttc 
      241 aagaaccgtt tctacgttgc cggtggtggt ggtttctccc tgtccagcga tgctactggc 
      301 ggtctcgagt acggtgctgc ctccggcgcc accgacgccg gctacgacgc cttctcctac 
      361 agctatgatg aagtcgtcct ctacggcaac ggctcgatca actgggatgc tacttacatg 
      421 ttctcctacc aggctcttgg tgaaatgacc aagatcgcca agcccctgac ccgtggtttc 
      481 tacggtctct ccagcgacaa gaagatctac acctactacg agggctgttc cgatggtggt 
      541 cgtgagggta tgagtcaggt ccagcgctgg ggagatgaat atgacggtgt cattgccggt 
      601 gcccctgcct tccgctttgc tcagcagcag gtccaccacg tcttccctgc cactattgaa 
      661 cacaccatgg actactaccc tcccccttgc gaacttgaca agatcgtcaa cgctaccatc 
      721 gaagcctgtg accctctcga cggccgtacc gatggcgttg tctcccgtac tgacctttgc 
      781 atgctgaact tcaacctcac ctccatcatt ggcgagtcct actactgcgc tgaacagaac 
      841 tacacctccc tgggctttgg cttcagcaag cgtgctgaag gcagcactac tagctaccag 
      901 cccgcccaga acggcagcgt caccgctgag ggtgttgctc tcgcccaggc catctacgac 
      961 ggtcttcacg actctaacgg caagcgtgct tacctctcgt ggcagatcgc cgctgagctg 
     1021 tccgatggtg acaccgagta cgactccacc actgactcct ggactctgag catcccctct 
     1081 accggtggcg agtacgttac caagttcgtg cagctcctca acatcgataa cctggagaac 
     1141 ctcgacaacg tcacctacga caccctggtc gactggatga acatcggtat gattcgctac 
     1201 attgacagtc tccagaccac cgtcatcgac ctcaccacct tcaaggagtc cggtggtaag 
     1261 atgatccact accatggtga atccgacccc agtatcccca ccgcctcgtc cgtccactac 
     1321 tggcagtctg tccgtcaggc catgtacccc aacaccacct acacccagtc cctgcaggat 
     1381 atgtccaact ggtaccagct ctacctcgtc cccggcgctg ctcactgcgg taccaactcc 
     1441 ctccagcctg gtccttaccc cgaggacaac atggagatca tgatcgactg ggttgagaac 
     1501 ggcaacaagc cttcccgcct caacgccacc gtctcctccg gcacctatgc tggtgagacc 
1561 cagatgcttt gccagtggcc ttctcgtccc ctctggaaca gcaactccag cttctcttgt 







APÉNDICE F:  
Secuencia nucleotídica de pPIC9 
 
LOCUS       Z46233                  8020 bp    DNA     linear   PLN 14-NOV-2006 
DEFINITION  P.pastoris DNA for pPIC9 expression vector. 
ACCESSION   Z46233 
VERSION     Z46233.1  GI:559514 
KEYWORDS    beta-lactamase. 
SOURCE      Pichia pastoris 
ORGANISM  Pichia pastoris 
            Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomyceta; 
            Saccharomycotina; Saccharomycetes; Saccharomycetales; 
Saccharomycetaceae; Pichia. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 7757) 
  AUTHORS   Scorer,C.A., Clare,J.J., McCombie,W.R., Romanos,M.A. and 
            Sreekrishna,K. 
  TITLE     Rapid selection using G418 of high copy number transformants of 
            Pichia pastoris for high-level foreign gene expression 
  JOURNAL   Biotechnology (N.Y.) 12 (2), 181-184 (1994) 
   PUBMED   7764433 
REFERENCE   2  (bases 1 to 8020) 
  AUTHORS   Romanos,M.A. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (18-OCT-1994) Romanos M. A., Wellcome Research 
            Laboratories, Biology Division, Langley Court, Beckenham, Kent, UK, 
            BR3 3BS 
FEATURES             Location/Qualifiers 
source          1..8020 
                     /organism="Pichia pastoris" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /db_xref="taxon:4922" 
                     /clone="pPIC3" 
misc_feature    1..8020 
                     /standard_name="pPIC9" 
                     /function="Pichia alpha-factor secretion vector" 
                     /label=pPIC9 
terminator      1..354 
                     /standard_name="AOX1" 
CDScomplement(1250..3280) 
                     /standard_name="HIS4" 
                     /codon_start=1 
                     /protein_id="CAA86304.1" 
                     /db_xref="GI:559515" 
                     /db_xref="GOA:Q12201" 
                     /db_xref="HSSP:P06988" 
                     /db_xref="InterPro:IPR001692" 
                     /db_xref="InterPro:IPR002496" 
                     /db_xref="InterPro:IPR008179" 
                     /db_xref="UniProtKB/TrEMBL:Q12201" 
/translation="MTFPLLPAYASVAEFDNSLSLVGKAVFPYAADQLHNLIKFTQST 
                     ELQVNVQVESSVTEDQFEELIDNLLKLYNNGINEVILDLDLAERVVQRMIPGARVIYR 
                     TLVDKVASLPANASIAVPFSSPLGDLKSFTNGGSRTVYAFSETAKLVDVTSTVASGII 
                     PIIDARQLTTEYELSEDVKKFPVSEILLASLTTDRPDGLFTTLVADSSNYSLGLVYSS 
                     KKSIPEAIRTQTGVYQSRRHGLWYKGATSGRTQKLLGIELDCDGDCLKFVVEQTGVGF 
                     CHLERTSCFGQSKGLRAMEAPCGIVRAMLQKVLIPNGYLTTKFCLNAKIREEADELAE 
                     AKSKEDIAWECADLFYFALVRCAKYGVTLDEVERNLDMKSLKVTRRKGDAKPGYTKEQ 
                     PKEESKPKEVPSEGRIELCKIDVSKASSQEIEDALRRPIQKTEQIMELVKPIVDNVRQ 
                     NGDKALLELTAKFDGVALKTPVLEAPFPEELMQLPDNVKRAIDLSIDNVRKFHEAQLT 
                     ETLQVETCPGVVCSRFARPIEKVGLYIPGGTAILPSTSLMLGVPAKVAGCKEIVFASP 
                     PKKDGTLTPEVIYVAHKVGAKCIVLAGGAQAVAAMAYGTETVPKCDKIFGPGNQFVTA 
                     AKMMVQNDTSALCSIDMPAGPSEVLVIADKYADPDFVASDLLLKLNMVLIPR" 
misc_feature    3589..4036 
                     /standard_name="3' AOX1" 
mRNA            complement(5606..6466) 
                     /product="beta-lactamase" 
                     /standard_name="AmpR" 
promoter        6766..7703 
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                     /standard_name="AOX1" 
sig_peptide     7727..7979 
                     /standard_name="alpha factor leader" 
ORIGIN       
        1 gcggccgcga attaattcgc cttagacatg actgttcctc agttcaagtt gggcacttac 
       61 gagaagaccg gtcttgctag attctaatca agaggatgtc agaatgccat ttgcctgaga 
      121 gatgcaggct tcatttttga tactttttta tttgtaacct atatagtata ggattttttt 
      181 tgtcattttg tttcttctcg tacgagcttg ctcctgatca gcctatctcg cagctgatga 
      241 atatcttgtg gtaggggttt gggaaaatca ttcgagtttg atgtttttct tggtatttcc 
      301 cactcctctt cagagtacag aagattaagt gagaagttcg tttgtgcaag cttatcgata 
      361 agctttaatg cggtagttta tcacagttaa attgctaacg cagtcaggca ccgtgtatga 
      421 aatctaacaa tgcgctcatc gtcatcctcg gcaccgtcac cctggatgct gtaggcatag 
      481 gcttggttat gccggtactg ccgggcctct tgcgggatat cgtccattcc gacagcatcg 
      541 ccagtcacta tggcgtgctg ctagcgctat atgcgttgat gcaatttcta tgcgcacccg 
      601 ttctcggagc actgtccgac cgctttggcc gccgcccagt cctgctcgct tcgctacttg 
      661 gagccactat cgactacgcg atcatggcga ccacacccgt cctgtggatc tatcgaatct 
      721 aaatgtaagt taaaatctct aaataattaa ataagtccca gtttctccat acgaacctta 
      781 acagcattgc ggtgagcatc tagaccttca acagcagcca gatccatcac tgcttggcca 
      841 atatgtttca gtccctcagg agttacgtct tgtgaagtga tgaacttctg gaaggttgca 
      901 gtgttaactc cgctgtattg acgggcatat ccgtacgttg gcaaagtgtg gttggtaccg 
      961 gaggagtaat ctccacaact ctctggagag taggcaccaa caaacacaga tccagcgtgt 
     1021 tgtacttgat caacataaga agaagcattc tcgatttgca ggatcaagtg ttcaggagcg 
     1081 tactgattgg acatttccaa agcctgctcg taggttgcaa ccgatagggt tgtagagtgt 
     1141 gcaatacact tgcgtacaat ttcaaccctt ggcaactgca cagcttggtt gtgaacagca 
     1201 tcttcaattc tggcaagctc cttgtctgtc atatcgacag ccaacagaat cacctgggaa 
     1261 tcaataccat gttcagcttg agcagaaggt ctgaggcaac gaaatctgga tcagcgtatt 
     1321 tatcagcaat aactagaact tcagaaggcc cagcaggcat gtcaatacta cacagggctg 
     1381 atgtgtcatt ttgaaccatc atcttggcag cagtaacgaa ctggtttcct ggaccaaata 
     1441 ttttgtcaca cttaggaaca gtttctgttc cgtaagccat agcagctact gcctgggcgc 
     1501 ctcctgctag cacgatacac ttagcaccaa ccttgtgggc aacgtagatg acttctgggg 
     1561 taagggtacc atccttctta ggtggagatg caaaaacaat ttctttgcaa ccagcaactt 
     1621 tggcaggaac acccagcatc agggaagtgg aaggcagaat tgcggttcca ccaggaatat 
     1681 agaggccaac tttctcaata ggtcttgcaa aacgagagca gactacacca gggcaagtct 
     1741 caacttgcaa cgtctccgtt agttgagctt catggaattt cctgacgtta tctatagaga 
     1801 gatcaatggc tctcttaacg ttatctggca attgcataag ttcctctggg aaaggagctt 
     1861 ctaacacagg tgtcttcaaa gcgactccat caaacttggc agttagttct aaaagggctt 
     1921 tgtcaccatt ttgacgaaca ttgtcgacaa ttggtttgac taattccata atctgttccg 
     1981 ttttctggat aggacgacga agggcatctt caatttcttg tgaggaggcc ttagaaacgt 
     2041 caattttgca caattcaata cgaccttcag aagggacttc tttaggtttg gattcttctt 
     2101 taggttgttc cttggtgtat cctggcttgg catctccttt ccttctagtg acctttaggg 
     2161 acttcatatc caggtttctc tccacctcgt ccaacgtcac accgtacttg gcacatctaa 
     2221 ctaatgcaaa ataaaataag tcagcacatt cccaggctat atcttccttg gatttagctt 
     2281 ctgcaagttc atcagcttcc tccctaattt tagcgttcaa acaaaacttc gtcgtcaaat 
     2341 aaccgtttgg tataagaacc ttctggagca ttgctcttac gatcccacaa ggtgcttcca 
     2401 tggctctaag accctttgat tggccaaaac aggaagtgcg ttccaagtga cagaaaccaa 
     2461 cacctgtttg ttcaaccaca aatttcaagc agtctccatc acaatccaat tcgataccca 
     2521 gcaacttttg agttcgtcca gatgtagcac ctttatacca caaaccgtga cgacgagatt 
     2581 ggtagactcc agtttgtgtc cttatagcct ccggaataga ctttttggac gagtacacca 
     2641 ggcccaacga gtaattagaa gagtcagcca ccaaagtagt gaatagacca tcggggcggt 
     2701 cagtagtcaa agacgccaac aaaatttcac tgacagggaa ctttttgaca tcttcagaaa 
     2761 gttcgtattc agtagtcaat tgccgagcat caataatggg gattatacca gaagcaacag 
     2821 tggaagtcac atctaccaac tttgcggtct cagaaaaagc ataaacagtt ctactaccgc 
     2881 cattagtgaa acttttcaaa tcgcccagtg gagaagaaaa aggcacagcg atactagcat 
     2941 tagcgggcaa ggatgcaact ttatcaacca gggtcctata gataacccta gcgcctggga 
     3001 tcatcctttg gacaactctt tctgccaaat ctaggtccaa aatcacttca ttgataccat 
     3061 tattgtacaa cttgagcaag ttgtcgatca gctcctcaaa ttggtcctct gtaacggatg 
     3121 actcaacttg cacattaact tgaagctcag tcgattgagt gaacttgatc aggttgtgca 
     3181 gctggtcagc agcataggga aacacggctt ttcctaccaa actcaaggaa ttatcaaact 
     3241 ctgcaacact tgcgtatgca ggtagcaagg gaaatgtcat acttgaagtc ggacagtgag 
     3301 tgtagtcttg agaaattctg aagccgtatt tttattatca gtgagtcagt catcaggaga 
     3361 tcctctacgc cggacgcatc gtggccggca tcaccggcgc cacaggtgcg gttgctggcg 
     3421 cctatatcgc cgacatcacc gatggggaag atcgggctcg ccacttcggg ctcatgagcg 
     3481 cttgtttcgg cgtgggtatg gtggcaggcc ccgtggccgg gggactgttg ggcgccatct 
     3541 ccttgcatgc accattcctt gcggcggcgg tgctcaacgg cctcaaccta ctactgggct 
     3601 gcttcctaat gcaggagtcg cataagggag agcgtcgagt atctatgatt ggaagtatgg 
     3661 gaatggtgat acccgcattc ttcagtgtct tgaggtctcc tatcagatta tgcccaacta 
     3721 aagcaaccgg aggaggagat ttcatggtaa atttctctga cttttggtca tcagtagact 
     3781 cgaactgtga gactatctcg gttatgacag cagaaatgtc cttcttggag acagtaaatg 
     3841 aagtcccacc aataaagaaa tccttgttat caggaacaaa cttcttgttt cgaacttttt 
     3901 cggtgccttg aactataaaa tgtagagtgg atatgtcggg taggaatgga gcgggcaaat 
     3961 gcttaccttc tggaccttca agaggtatgt agggtttgta gatactgatg ccaacttcag 
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     4021 tgacaacgtt gctatttcgt tcaaaccatt ccgaatccag agaaatcaaa gttgtttgtc 
     4081 tactattgat ccaagccagt gcggtcttga aactgacaat agtgtgctcg tgttttgagg 
     4141 tcatctttgt atgaataaat ctagtctttg atctaaataa tcttgacgag ccaaggcgat 
     4201 aaatacccaa atctaaaact cttttaaaac gttaaaagga caagtatgtc tgcctgtatt 
     4261 aaaccccaaa tcagctcgta gtctgatcct catcaacttg aggggcacta tcttgtttta 
     4321 gagaaatttg cggagatgcg atatcgagaa aaaggtacgc tgattttaaa cgtgaaattt 
     4381 atctcaagat ctctgcctcg cgcgtttcgg tgatgacggt gaaaacctct gacacatgca 
     4441 gctcccggag acggtcacag cttgtctgta agcggatgcc gggagcagac aagcccgtca 
     4501 gggcgcgtca gcgggtgttg gcgggtgtcg gggcgcagcc atgacccagt cacgtagcga 
     4561 tagcggagtg tatactggct taactatgcg gcatcagagc agattgtact gagagtgcac 
     4621 catatgcggt gtgaaatacc gcacagatgc gtaaggagaa aataccgcat caggcgctct 
     4681 tccgcttcct cgctcactga ctcgctgcgc tcggtcgttc ggctgcggcg agcggtatca 
     4741 gctcactcaa aggcggtaat acggttatcc acagaatcag gggataacgc aggaaagaac 
     4801 atgtgagcaa aaggccagca aaaggccagg aaccgtaaaa aggccgcgtt gctggcgttt 
     4861 ttccataggc tccgcccccc tgacgagcat cacaaaaatc gacgctcaag tcagaggtgg 
     4921 cgaaacccga caggactata aagataccag gcgtttcccc ctggaagctc cctcgtgcgc 
     4981 tctcctgttc cgaccctgcc gcttaccgga tacctgtccg cctttctccc ttcgggaagc 
     5041 gtggcgcttt ctcaatgctc acgctgtagg tatctcagtt cggtgtaggt cgttcgctcc 
     5101 aagctgggct gtgtgcacga accccccgtt cagcccgacc gctgcgcctt atccggtaac 
     5161 tatcgtcttg agtccaaccc ggtaagacac gacttatcgc cactggcagc agccactggt 
     5221 aacaggatta gcagagcgag gtatgtaggc ggtgctacag agttcttgaa gtggtggcct 
     5281 aactacggct acactagaag gacagtattt ggtatctgcg ctctgctgaa gccagttacc 
     5341 ttcggaaaaa gagttggtag ctcttgatcc ggcaaacaaa ccaccgctgg tagcggtggt 
     5401 ttttttgttt gcaagcagca gattacgcgc agaaaaaaag gatctcaaga agatcctttg 
     5461 atcttttcta cggggtctga cgctcagtgg aacgaaaact cacgttaagg gattttggtc 
     5521 atgagattat caaaaaggat cttcacctag atccttttaa attaaaaatg aagttttaaa 
     5581 tcaatctaaa gtatatatga gtaaacttgg tctgacagtt accaatgctt aatcagtgag 
     5641 gcacctatct cagcgatctg tctatttcgt tcatccatag ttgcctgact ccccgtcgtg 
     5701 tagataacta cgatacggga gggcttacca tctggcccca gtgctgcaat gataccgcga 
     5761 gacccacgct caccggctcc agatttatca gcaataaacc agccagccgg aagggccgag 
     5821 cgcagaagtg gtcctgcaac tttatccgcc tccatccagt ctattaattg ttgccgggaa 
     5881 gctagagtaa gtagttcgcc agttaatagt ttgcgcaacg ttgttgccat tgctgcaggc 
     5941 atcgtggtgt cacgctcgtc gtttggtatg gcttcattca gctccggttc ccaacgatca 
     6001 aggcgagtta catgatcccc catgttgtgc aaaaaagcgg ttagctcctt cggtcctccg 
     6061 atcgttgtca gaagtaagtt ggccgcagtg ttatcactca tggttatggc agcactgcat 
     6121 aattctctta ctgtcatgcc atccgtaaga tgcttttctg tgactggtga gtactcaacc 
     6181 aagtcattct gagaatagtg tatgcggcga ccgagttgct cttgcccggc gtcaacacgg 
     6241 gataataccg cgccacatag cagaacttta aaagtgctca tcattggaaa acgttcttcg 
     6301 gggcgaaaac tctcaaggat cttaccgctg ttgagatcca gttcgatgta acccactcgt 
     6361 gcacccaact gatcttcagc atcttttact ttcaccagcg tttctgggtg agcaaaaaca 
     6421 ggaaggcaaa atgccgcaaa aaagggaata agggcgacac ggaaatgttg aatactcata 
     6481 ctcttccttt ttcaatatta ttgaagcatt tatcagggtt attgtctcat gagcggatac 
     6541 atatttgaat gtatttagaa aaataaacaa ataggggttc cgcgcacatt tccccgaaaa 
     6601 gtgccacctg acgtctaaga aaccattatt atcatgacat taacctataa aaataggcgt 
     6661 atcacgaggc cctttcgtct tcaagaatta attctcatgt ttgacagctt atcatcgata 
     6721 agctgactca tgttggtatt gtgaaataga cgcagatcgg gaacactgaa aaataacagt 
     6781 tattattcga gatctaacat ccaaagacga aaggttgaat gaaacctttt tgccatccga 
     6841 catccacagg tccattctca cacataagtg ccaaacgcaa caggagggga tacactagca 
     6901 gcagaccgtt gcaaacgcag gacctccact cctcttctcc tcaacaccca cttttgccat 
     6961 cgaaaaacca gcccagttat tgggcttgat tggagctcgc tcattccaat tccttctatt 
     7021 aggctactaa caccatgact ttattagcct gtctatcctg gcccccctgg cgaggttcat 
     7081 gtttgtttat ttccgaatgc aacaagctcc gcattacacc cgaacatcac tccagatgag 
     7141 ggctttctga gtgtggggtc aaatagtttc atgttcccca aatggcccaa aactgacagt 
     7201 ttaaacgctg tcttggaacc taatatgaca aaagcgtgat ctcatccaag atgaactaag 
     7261 tttggttcgt tgaaatgcta acggccagtt ggtcaaaaag aaacttccaa aagtcgccat 
     7321 accgtttgtc ttgtttggta ttgattgacg aatgctcaaa aataatctca ttaatgctta 
     7381 gcgcagtctc tctatcgctt ctgaaccccg gtgcacctgt gccgaaacgc aaatggggaa 
     7441 acacccgctt tttggatgat tatgcattgt ctccacattg tatgcttcca agattctggt 
     7501 gggaatactg ctgatagcct aacgttcatg atcaaaattt aactgttcta acccctactt 
     7561 gacagcaata tataaacaga aggaagctgc cctgtcttaa accttttttt ttatcatcat 
     7621 tattagctta ctttcataat tgcgactggt tccaattgac aagcttttga ttttaacgac 
     7681 ttttaacgac aacttgagaa gatcaaaaaa caactaatta ttcgaaggat ccaaacgatg 
     7741 agatttcctt caatttttac tgcagtttta ttcgcagcat cctccgcatt agctgctcca 
     7801 gtcaacacta caacagaaga tgaaacggca caaattccgg ctgaagctgt catcggttac 
     7861 tcagatttag aaggggattt cgatgttgct gttttgccat tttccaacag cacaaataac 
     7921 gggttattgt ttataaatac tactattgcc agcattgctg ctaaagaaga aggggtatct 
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